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1 Einleitung 
 
 
1.1 Zyklisches Guanosinmonophosphat 
 
Zyklisches Guanosin-3‘:5‘-monophosphat (cGMP) ist ein „second messenger” im 
Signaltransduktionssystem, der an einer Vielzahl wichtiger Regulationsmechanismen 
beteiligt ist. Zu den durch cGMP vermittelten Effekten zählen insbesondere die Relaxation 
von glatter Muskulatur, die neutrophile Degranulation, die Inhibition der Thrombozyten-
aggregation, die Regulation der visuellen Transduktion und die Melanogenese. In den 
letzten Jahren wurden noch viele andere physiologische und pathophysiologische 
Wirkungen von cGMP aufgedeckt. Die Synthese von cGMP aus Guanosin-5‘-triphosphat 
(GTP) wird durch Guanylylzyklasen (GC) katalysiert, die gelöst im Zytosol oder als 
membrangebundene Isoformen vorkommen. Die Signalübertragung von cGMP wird 
hauptsächlich durch die Aktivierung cGMP-abhängiger Proteinkinasen (PKG) und cGMP-
abhängiger Ionenkanäle vermittelt (Rev. Lucas et al. 2000). Andere intrazelluläre 
Rezeptoren für cGMP sind die cGMP-speizifischen Phosphodiesterasen (cGMP-PDE), die 
zum Abbau von cGMP führen. 
 
 
1.1.1 Synthese von cGMP durch Guanylylzyklasen  
 
Die Guanylylzyklasen (GC) stellen eine Familie eng miteinander verwandter Enzyme dar, 
welche die Synthese von cGMP aus GTP katalysieren (Rev. Garbers 1992, Koesling 
1999).  
 
 
  
 
Abbildung 1.1: Die Synthese von cGMP aus GTP. 
 
 
Die meisten bisher bekannten Vertreter dieser Familie werden sowohl nach strukturellen 
Merkmalen als auch nach der Art der Liganden in zwei Gruppen, die löslichen und die 
membrangebundenen GC, aufgeteilt. Diese kommen in fast allen Zelltypen vor und werden 
durch verschiedene extrazelluläre Signale reguliert, die über GCs in intrazelluläre 
Reaktionen umgesetzt werden. In Abbildung 1.2 sind die Isoformen der GC und ihre 
Liganden schematisch dargestellt.  
. 
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Abbildung 1.2: cGMP/GC Signaltransduktion (modifiziert nach Ivanova, 1998). 
 
 
1.1.1.1 Lösliche Guanylylzyklasen 
 
Die löslichen GCs sind zytosolische Proteine, die in fast allen Zellen der Säugetiere, 
besonders in der Lunge und im Gehirn, exprimiert werden (Gerzer et al. 1981a, Koesling et 
al. 1988, Giuili et al. 1992). Sie bestehen aus zwei verschiedenen Untereinheiten (α, β) und 
werden daher als heterodimere GCs bezeichnet. Für die Untereinheiten werden 
verschiedene Subtypen charakterisiert, die eine gewebespezifische Verteilung aufweisen. 
Die α1-Untereinheit des Rinderlungenenzyms besitzt ein Molekulargewicht von 73 kDA 
(Koesling et al. 1990), während die β1-Untereinheit ein Molekulargewicht von 70 kDa 
aufweist (Koesling et al. 1988). Die entsprechenden Werte beim homologen Ratten-
lungenenzym betragen 70 und 82 kDa. Weitere Untereinheiten werden im menschlichen 
fötalen Gehirn (82 kDa) (Harteneck et al. 1991) und in der Niere (76 kDa) (Yuen et al. 
1990) exprimiert und als α2 und β2 bezeichnet. α3 (81 kDa) und β3 (70 kDa) stellen weitere 
Isoformen der sGC (Giuili et al. 1992) dar. An der N-terminalen Domäne besitzen diese 
Untereinheiten eine hämbindende Stelle, die für die Bindung von NO spezifisch ist (Gerzer 
et al. 1982, Ignarro et al. 1982, Ignarro 1990). Zusätzlich enthält jede Untereinheit C-
terminal eine katalytische Domäne, die mit der katalytischen Domäne der 
membrangebundenen GC identisch ist (Trope & Garbers 1989, Chinkers & Garbers 1989). 
Die Beobachtung, dass jede Untereinheit trotz einer katalytischen Domäne keine 
katalytische Aktivität zeigt, deutet darauf hin, dass die Aktivierung von GC und die 
Synthese von cGMP nur im dimeren Holoenzym auftreten können.  
 
 
1.1.1.2 Membrangebundene Guanylylzyklasen 
 
Die membrangebundenen Isoformen der GC dienen als Rezeptoren für spezifische 
natriuretische Peptide (NP) und Enterotoxine, die durch extrazelluläre Bindung die 
Synthese des intrazellulären cGMP induzieren. Strukturell lassen sich bei diesen Isoformen 
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eine extrazelluläre Rezeptordomäne, eine hydrophobe Transmembransequenz sowie eine 
cytoplasmatische Domäne unterscheiden. Letztere wird von einer regulatorischen Domäne, 
welche eine Sequenzähnlichkeit mit Proteinkinase, insbesondere mit Tyrosinkinase 
aufweist, und einer katalytischen Domäne gebildet (Singh et al. 1988, Lowe et al. 1989).  
 
Die NP-Rezeptoren, GC-A und GC-B, waren die ersten membrangebundenen GC, die aus 
Säugerzellen isoliert wurden. GC-A bindet atriales NP (ANP), Brain natriuretisches Peptid 
(BNP) und Urodilatin, während GC-B durch C-Typ natriuretische Peptide (CNP) stimuliert 
wird. Eine weitere GC, die als GC-C bezeichnet wird, dient als Rezeptor für die 
bakteriellen wärmebeständigen Enterotoxine (STa) von Escherichia coli sowie die 
endogenen Peptide Guanylin und Uroguanylin (Hamra et al. 1993, Garbers & Lowe, 
1994). Während GC-A in einer Vielzahl von Zelltypen und in vielen Geweben exprimiert 
wird, scheint die Expression von GC-C in humanen Zellen vor allem auf das Darmepithel 
und auf primäre und metastatische kolorektale Karzinome beschränkt zu sein. In den 
vergangenen Jahren wurden bedeutsame Fortschritte in der Erforschung der molekularen 
Mechanismen und der Regulation der membrangebundenen GC gemacht und neue 
Mitglieder dieser Familie identifiziert. Dazu gehören GC-D, GC-E, GC-F und GC-G, 
deren Strukturen und Funktionen in dieser Arbeit nicht näher diskutiert werden. 
 
 
1.1.2 Guanylylzyklase-stimulierende Substanzen 
 
1.1.2.1 Stickstoffmonoxid 
 
Stickstoffmonoxid (NO) spielt eine Schlüsselrolle in physiologischen und 
pathophysiologischen Prozessen in verschiedenen Geweben wie z. B. Entzündungs-
prozessen und Hautkrebs (Schmidt & Walter 1994, Bruch-Gerharz et al. 1998). Die 
Synthese von NO erfolgt mit Hilfe spezifischer Enzymsysteme, die durch extra- und 
intrazelluläre Signale aktiviert werden. Ausgangspunkt der Synthese von NO ist die 
Aminosäure Arginin, die von der NO-Synthase durch eine Redoxreaktion unter 
Mitwirkung von O2 und NADPH2 zu NO und Citrullin umgesetzt wird (Knowles et al. 
1989, Bredt & Snyder 1990, Moncada et al. 1991). 
 
Die NO-Synthasen (NOS) bilden eine Enzymfamilie, deren Mitglieder Produkte dreier 
unterschiedlicher Gene sind und zugleich untereinander große Ähnlichkeiten aufweisen. 
Drei Isoformen der NOS wurden durch Klonierung ihrer komplementären und durch 
genomische DNAs identifiziert (Förstermann et al. 1991). Während nNOS ausschließlich 
in neuronalem Gewebe exprimiert wird, wurde eNOS überwiegend in Endothelium 
gefunden. Diese Isoformen der NOS sind konstitutive, Ca2+-abhängige cNOS, die in der 
Zelle immer präsent sind. Eine andere Isoform ist eine induzierbare Ca2+/Calmodulin-
unabhängige Form der NOS (iNOS), die erst nach Stimulierung in der Zelle nach einer 
Entzündung durch Erreger (z. B. Bakterien) und/oder Zytokine (z.B. γ-Interferon) 
synthetisiert wird (Bredt & Snyder 1994, Nathan & Xie 1994).  
 
Die physiologische Signaltransduktion von NO erfolgt durch Bindung an das Hämprotein 
der löslischen GC, was zur Aktivierung des Enzyms und zur Erhöhung der cGMP-
Akkumulation führt (Gerzer et al. 1981b, 1989, Waldman & Murad 1987, Ignarro 1991). 
Durch Aktivierung der GC wird die Synthese von cGMP aus GTP katalysiert (Murad 
1994).  
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Die biologische Bedeutung von NO als „second messenger” wurde ursprünglich im 
Zusammenhang mit der Kontraktion und Relaxation der Blutgefäße erkannt. Die Zunahme 
der cGMP-Konzentration in vaskulären glatten Muskulaturzellen ist mit einer Aktivierung 
der cGMP-abhängigen zytosolischen Proteinkinase (PKG) verbunden. Dies führt 
anschließend zur Phosphorylierung zahlreicher intrazellulärer Proteine (Murad 1994). 1980 
zeigten Furchgott und Zawadzki, dass Acetylcholin nur dann eine Vasodilatation an 
Kaninchenaorten verursacht, wenn Endotheliumzellen vorhanden sind. Er schloss daraus, 
dass die Kontraktion der Gefäßzellen durch einen Botenstoff, den „endothelium derived 
relaxing factor” (EDRF), reguliert wird.  
 
In den letzten Jahren wurde festgestellt, dass NO-abhängige Signaltransduktion an einer 
großen Anzahl von physiologischen Funktionen wie z.B. der endotheliumabhängigen 
Relaxation von Blutgefäßen, der Inhibition von Thrombozytenaggregation (Nishikawa et 
al. 1982, Gerzer et al. 1989, Ivanova et al. 1993) der Relaxation der vaskulären glatten 
Muskulatur (Moncada et al. 1991), der Zellproliferation (Moncada et al. 1991), der 
Neurotransmission (Bredt & Snyder 1989, Moncada et al. 1991, Schmidt & Walter 1994) 
und der Apoptose (Liu & Stamler 1999) beteiligt ist. Die pathophysiologische Wirkung 
von NO im Gewebe wird durch Hemmung der mitochondrialen Atmung und der 
Erzeugung von reaktiven freien Radikalen erzeugt (Gross & Wolin 1995, Heales et al. 
1999).  
 
Die lösliche GC ist auch das Ziel von NO-Donoren wie Molsidomin (Eliseev 1994), die 
seit längerem erfolgreich in der Therapie der Angina pectoris eingesetzt werden. In den 
letzten Jahren wurde noch zusätzlich über direkte Aktivatoren der löslichen GC berichtet. 
Als erste dieser Substanzen wurde 3-(5'-hydroxymethyl-2'-furyl)-1-benzylindazol (YC-1) 
beschrieben (Wu et al. 1995). YC-1 erhöht den cGMP-Gehalt in Thrombozyten und hat 
eine antiaggregatorische (Friebe & Koesling 1998) und vasodilatatorische Wirkung (Galle 
et al. 1999). Der Wirkmechanismus dieser Substanz ist auf direkte Aktivierung der 
löslichen GC und nicht auf die Freisetzung von NO zurückzuführen (Ko et al. 1994, Stasch 
et al. 2000).  
 
 
1.1.2.2 Natriuretische Peptide 
 
Die natriuretischen Peptide (NP) sind eine Familie von Hormonen, die aufgrund ihrer 
Wirkung auf die Niere, die Gefäße, die Nebennierenrinde und das Gehirn die 
kardiovaskuläre Homöostase mitregulieren. Trotz struktureller Ähnlichkeiten unter-
scheiden sie sich in ihrer Gewebeverteilung, ihren Rezeptoraffinitäten und ihrer 
biologischen Wirkung (Dean et al. 1994). Die drei Mitglieder dieser Familie wurden als 
atriale natriuretische Peptide (ANP), Brain natriuretische Peptide (BNP) und C-Typ 
natriuretische Peptide (CNP) identifiziert. 
 
Auf Basis der vasodilatatorischen und diuretischen Effekte wurde von zwei unabhängigen 
Arbeitsgruppen das atriale NP aus Ratten- und Schweineherzen isoliert (Flynn et al. 1983, 
Forssmann et al. 1983). Später wurde das gleiche Peptid aus dem menschlichen Vorhof 
isoliert und als humanes atriales NP (αANP) bezeichnet. Das humane ANP besteht aus 28 
Aminosäuren (AS) mit einer 17 AS Ringstruktur, die durch eine Disulfidbrücke zwischen 
AS 105 und AS 121 gebildet wird.  
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Das in den Herzvorhöfen gebildete αANP ist an der Regulation des Blutdrucks beteiligt. In 
der glatten Gefäßmuskulatur führt es zu einer Vasodilatation, die durch cGMP vermittelt 
wird. Der kardiovaskuläre Effekt dieser Relaxation führt zur venösen Dilatation, die einen 
verminderten venösen Rückfluss zum Herzen und letztendlich eine Senkung des totalen 
peripheren Widerstands zur Folge hat (de Bold et al. 1981). In der Zona glomerulosa der 
Nebennierenrinde wird durch αANP die Biosynthese und die Freisetzung von Aldosteron 
gehemmt (Anand-Srivastava & Trachte 1993). Dieser Effekt wird noch durch eine 
verminderte Sekretion von Renin und Angiotensin II verstärkt. In der Niere induziert 
αANP einen Anstieg der Diurese und Natriurese (Meyer 1997).  
 
Neben αANP wurden noch weitere NP aus dem Schweinehirn isoliert, die als „Brain 
Natriuretic Peptide” (BNP) und „C-type Natriuretic Peptide” (CNP) identifiziert wurden 
(Sudoh et al. 1990). Obwohl sie von verschiedenen Genen kodiert werden (Steinhelper 
1993, Nir et al. 1994), weisen sie gemeinsame Sequenzen auf. BNP führt wie αANP zum 
Anstieg der Diurese und Natriurese (Komatsu et al. 1991). In den glatten Muskelzellen der 
Gefäße wird CNP von Endothelzellen synthetisiert, die sich an NP-Rezeptoren Typ B 
(NPR-B) binden und einen vasodilatatorischen Effekt induzieren.  
 
Das hitzestabile Enterotoxin von Escherichia Coli (STa) gehört zur anderen Gruppe der 
Peptide, die sich an intestinale zytoskelettgebundene Rezeptoren (STa-R) binden 
(Vaandrager et al. 1993). Die Aktivierung des STa-R hat einen übermäßigen 
Flüssigkeitsverlust (Diarrhoe) zur Folge. Dieses Peptid besteht aus 18-19 AS mit 3 
Disulfidbrücken, die für die Bioaktivität des Toxins verantwortlich sind. Guanylin ist ein 
physiologisch relevanter endogener Ligand der GC-C Rezeptoren (Currie et al. 1992). Er 
besteht aus 15 AS mit C-terminaler Sequenz. Das Peptid wurde aus Jejunum der Ratte und 
zusätzlich aus der menschlichen Niere isoliert (Forte & Currie 1995) und reguliert im 
Intestinum die Flüssigkeits- und Elektrolythomöostase. Uroguanylin, ein anderer Ligand 
der GC-C mit homologer Struktur zu Guanylin, wurde zunächst aus Opossum-Urin isoliert 
(Hamra et al. 1993). Später wurde das humane Uroguanylin entdeckt, welches eine etwa 
60%ige Sequenzhomologie zum humanen Guanylin aufweist (Kita et al. 1994) und zu 
einer Hemmung der Natriumabsorption und zu vermehrter Sekretion von Chlorid führt. 
 
 
1.2 Effektorproteine  
 
Durch Aktivierung der GC wird die Synthese von cGMP aus GTP katalysiert. Der damit 
verbundene Anstieg der cGMP-Konzentration kann eine Reihe von anderen Enzymen wie 
PKG, cGMP-gesteuerte Ionenkanäle und cGMP-abhängige PDEs regulieren und 
zahlreiche biochemische Reaktionen in der Zelle aktivieren (Lincoln & Cornwell 1993). 
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Abbildung 1.3: Durch GC vermittelte Signaltransduktionskaskade.  
 
 
1.2.1 cGMP-abhängige Proteinkinasen 
 
Die PKG stellt den intrazellulären Mediator der cGMP-Signaltransduktion dar. Die 
Bindung von extrazellulären Signalmolekülen an membrangebundene Rezeptoren führt zur 
Aktivierung einer GC und Synthese von cGMP. Die Wirkung von cGMP in der Zelle 
basiert zum Teil auf einer Aktivierung der PKG. Dieses Enzym überträgt die endständige 
Phosphatgruppe von ATP auf spezifische Serin- oder Threoninreste der Zielproteine und 
vermittelt die Übersetzung des extrazellulären Stimulus in der Zelle. 
 
In Säugetieren existieren zwei Formen von cGMP-abhängigen PK, die als zytosolische 
(PKGI) (76 kD) und membrangebundene PK (PKGII) (86 kD) bezeichnet werden (Wernet 
et al. 1989, Uhler 1993, Lohmann et al. 1997, Pfeifer et al. 1999). Die durch cGMP 
aktivierte PK besteht aus zwei Domänen mit unterschiedlicher Zellverteilung und 
Funktion: die regulatorische Domäne, die zwei verschiedene Bindungsstellen mit 
unterschiedlicher Affinität für zyklisches Nukleotid enthält, sowie C-terminal eine 
katalytische Domäne, die neben einer Peptid-Bindungsstelle MgATP bindet und die 
Phosphorylierung der Peptide katalysiert. Die zytosolische PKG besteht aus zwei 
Isoformen (α und β), die sich voneinander in der N-terminalen Domäne unterscheiden 
(Sandberg et al. 1989, Jarchau et al. 1994). 
 
Die zytosolischen PKG werden in hoher Konzentration insbesondere in glatten 
Gefäßmuskelzellen, Fibroblasten, bestimmten Endothelzellen, in der Lunge, im Kleinhirn, 
in koronaren Myozyten und in Thrombozyten exprimiert (Markert et al. 1995, Gambaryan 
et al. 1996, Bachmann et al. 1999). Die wichtigste Funktion dieser Enzyme in den glatten 
Muskelzellen beruht auf ihrer relaxierenden Wirkung. Dies ist übrigens auch das 
therapeutische Prinzip aller NO-freisetzenden Vasodilatatoren wie Nitroprussid oder des 
zur Behandlung von koronaren Herzkrankheiten eingesetzten Nitroglycerins. Durch die 
 
  Einleitung 
 
  7 
Aktivierung von PKG wird die zytosolische Ca2+-Konzentration in der glatten Muskelzelle 
gesenkt. Auch in Thrombozyten ergibt sich unter Einfluss der aktiven PKG eine 
Verminderung der zellulären Ca2+-Konzentration, was den aggregationshemmenden Effekt 
von NO erklärt. In humanen T-Lymphozyten wird durch die Aktivierung der endogenen 
PKG-β die inhibitorische Wirkung von cGMP auf die Interleukin-Produktion (IL-2) und 
Zellproliferation vermittelt (Fischer et al. 2001).  
 
Während zytosolische PKG indirekt zahlreiche Effekte von NO und NP in 
kardiovaskulären und anderen Zellen reguliert, wurde membrangebundene PKG 
ursprünglich in der intestinalen Bürstensaummembran gefunden (de Jonge 1981). Die 
Effekte der Guanylin- und STa-induzierten intrazellulären cGMP-Synthese und 
Aktivierung der PKG, die durch Bindung an den GC-C Rezeptor vermittelt wird, führt in 
diesen Zellen zur Hemmung der Na+- und Cl-Absorption sowie zur Steigerung der Cl-
Sekretion (Vaandrager & de Jonge 1994). Im Darm ermöglicht membrangebundene PKG 
die Phosphorylierung des „cystic fibrosis transmembrane conductance regulator” (CFTR), 
der eine zentrale Rolle bei der Sekretion von Elektrolyten und Wasser spielt (Lohmann et 
al. 1997). 
 
Inzwischen wurden weitere membrangebundene PKGs in der Niere, im Gehirn und in den 
Knochen entdeckt (Southam & Garthwaite 1993, El-Husseini et al. 1995). Die Wirkung in 
der Niere beruht auf dem inhibitorischen Effekt der ANP-induzierten Erhöhung von cGMP 
auf die Renin-Freisetzung. Dies führt vorwiegend aufgrund einer Hemmung der 
Rückresorption von NaCl und Wasser im proximalen Tubulus und in der Henleschen 
Schleife zur Diurese und Natriurese (Gambaryan et al. 1996). 
 
Weitere Untersuchungen zeigen, dass Mäuse mit einer defekten membrangebundenen PKG 
resistent gegen STa sind. Dies hat eine Störung der intestinalen Sekretion zur Folge. Die 
mangelhafte PKGII verursacht zusätzlich die endochondriale Ossifikation 
(Verknöcherung) der Mäuse, die als dwarfism bezeichnet wurde (Pfeifer et al. 1996).  
 
 
1.2.2 Zyklische Nukleotid-gesteuerte Kanäle 
 
Zyklische Nukleotid-gesteuerte Kanäle (englisch: cyclic nucleotide gated channel (CNG)) 
umfassen mehrere Genfamilien von Ca2+-permeablen und nicht selektiven 
Kationenkanälen, die direkt durch die Bindung von cAMP oder cGMP aktiviert werden 
(Goulding et al. 1994, Li et al. 1997). Die durch zyklische Nukleotide regulierten 
Ionenkanäle sind bei der Signalübertragung des Seh- und Geruchsprozesses beteiligt. So 
aktiviert die Bindung von Geruchsstoffen an G-Protein-gekoppelte olfaktorische 
Rezeptoren (Golf) die Adenylylzyklase. Der dadurch ausgelöste Anstieg von cAMP führt 
zur Öffnung von cAMP-abhängigen Ionenkanälen. Der darauf erfolgende Na+-Einstrom 
depolarisiert die Zelle und löst einen Nervenimpuls aus, der das Axon entlang in das 
Gehirn wandert. Beim Sehvorgang wird der Photorezeptor in der Netzhaut aktiviert. Der 
aktivierte extrazelluläre Reiz wird jedoch nicht durch ein Molekül, sondern durch die 
Energie eines Photons ausgelöst. Bei der Belichtung werden die Rhodopsin-Moleküle 
aktiviert. Diese binden sich an das trimere G-Protein Transducin (Gt) und aktivieren 
dadurch eine cGMP-Phosphodiesterase (PDE6). Die Senkung der cGMP-Konzentration 
führt zur Schließung der Na+-Kanäle und zur Hyperpolarisation der Zelle. 
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In den vergangenen Jahren wurden CNG-Kanäle in einer Vielzahl anderer Zelltypen 
gefunden, wo sie verschiedene physiologische Funktionen erfüllen können. Die CNG-
Kanäle sind tetramere Strukturen (Gordon & Zagotta 1995, Liu et al. 1996, Shammat & 
Gordon 1999), die aus α-Untereinheiten (CNG1-3), und β-Untereinheiten (CNG4-5) 
bestehen. Verschiedene Arten von Kanälen sind durch die verschiedenen Kombinationen 
dieser Untereinheiten charakterisiert.  
 
Während der rod (Stäbchen)-Photorezeptor aus der CNG1α-Untereinheit (Kaupp et al. 
1989) und der langen Isoform der CNG4 β-Untereinheit (Körschen et al. 1995) besteht, ist 
der olfaktorische (Geruch) CNG-Kanal aus der CNG2α-Untereinheit (Dhallan et al. 1990, 
Ludwig et al. 1990) und zwei verschiedenen β-Untereinheiten zusammengesetzt, einer 
kurzen Isoform von CNG4 (Sautter et al. 1998, Bönigk et al. 1999) und der CNG5-
Untereinheit (Bradley et al. 1994, Liman & Buck 1994). Die β-Untereinheit weist noch 
zusätzlich eine glutaminsäure- und prolinreiche Region auf, die als GARP bezeichnet wird 
(Poetsch et al. 2001).  
 
Für die cone (Zäpfchen)-Rezeptoren konnte dagegen nur eine CNG3α-Untereinheit und 
eine bisher nicht näher charakterisierte β-Untereinheit identifiziert werden. Die C-
terminale oder N-terminale glutaminsäurereiche Region von CNG4 (GARP) wurde nicht 
nachgewiesen (Körschen et al. 1999). Gerstner et al. (2000) haben eine weitere β-
Untereinheit (CNG6) in der Netzhaut von Mäusen entdeckt, die durch Assoziation mit der 
3 α-Untereinheit (CNG3) einen nativen cone-Kanal repräsentiert. Die cDNA von CNG6 
(80 kDa) verschlüsselt ein Peptid aus 696 Aminosäuren und hat eine 47 %ige Homologie 
zur CNG4 β-Untereinheit.  
 
Für die Funktion der CNG-Kanäle und für die Phototransduktion sind jedoch beide α- und 
β-Untereinheiten verantwortlich. So wurde vor kurzem gezeigt, dass die seltene genetische 
Krankheit „Achromatopsie” (Farbblindheit) auf die fehlende β-Untereinheit im cone-CNG-
Kanal zurückzuführen ist (Sundin et al. 2000). 
 
Bezüglich ihrer Affinität für zyklische Nukleotide unterscheiden sich die CNG-Kanäle 
signifikant voneinander. So hat sich erwiesen, dass die Geruchsrezeptoren eine 15-100fach 
höhere Affinität für cAMP und cGMP besitzen als cone- und rod-Photorezeptoren (Zagotta 
& Siegelbaum 1996), wobei kein großer Unterschied zwischen diesen Rezeptoren 
nachgewiesen werden konnte. In jedem Kanal ist die Bindungsstelle für zyklisches 
Nukleotid durch eine Peptidkette aus ~90 Aminosäuren mit der Transmembransequenz des 
Kanals verbunden. Neuerdings wurde festgestellt, dass drei Aminosäuren dieser 
Peptidkette für die verschiedene Bindungsaffinität zu cAMP und cGMP verantwortlich 
sind (Zong et al. 1998).  
 
Die exprimierten Kanäle in einer humanen Zelllinie (HEK 293) zeigen ähnliche 
Eigenschaften wie die CNG-Kanäle (CNG3) der Zäpfchen. Sie werden durch cGMP, 
jedoch nicht durch cAMP stimuliert und lassen sich wie alle anderen Kanäle durch 
zweiwertige Ionen (Ca2+ und Mg2+) blockieren. In den vergangenen Jahren konnten diese 
Kanäle in Niere (Ahmad et al. 1992, Biel et al. 1994, Karlson et al. 1995), Hoden (Weyand 
et al. 1994), Herz (Biel et al. 1994, Ruiz et al. 1996) und mehreren Teilen des Gehirns 
(Bönigk et al. 1996, Kingston et al. 1996, Bradley et al. 1997, Sautter et al. 1997) entdeckt 
werden.  
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Die elektrophysiologischen Untersuchungen in Melanomzellen zeigten auch, dass einige 
dieser Zelllinien über spannungsabhängige sowie auch Ca2+-aktivierte K+-Kanäle verfügen 
(Allen et al. 1997). Über die Funktion dieser Kanäle wurde berichtet, dass die Stimulierung 
spannungsabhängiger K+-Kanäle zu einem negativen Potential in der Zelle führt. Dies 
veranlasst den Einstrom von Ca2+-Ionen in die Zelle. Die Erhöhung des internen Ca2+-
Gehaltes und die Depolarisation der Zellwand aktiviert die Ca2+-abhängigen K+-Kanäle. 
Der sich daraus ergebende K+-Ausstrom führt zur Hyperpolarisation der Zellmembran, 
welche einen elektrischen Gradient für den Ca2+-Influx in die Zelle darstellt (Nilius et al. 
1993). Die pharmakologische Bedeutung dieser Kanäle gewann großes Interesse, als eine 
Korrelation zwischen diesen Kanälen und der Zellzyklus-Progression in den Krebszellen 
nachgewiesen werden konnte (Nilus & Wohlrab 1992, Nilius & Droogmans 1994, Lepple-
Wienhues et al. 1996, Wonderlin & Strobl 1996). Zusätzlich wurde berichtet, dass die 
Inhibition der Expression dieser Kanäle mittels antisense oligonucleotides eine wesentliche 
Reduktion der Zellproliferation in Krebszellen induziert (Pardo et al. 1999). Inzwischen 
sind verschiedene Inhibitoren der K+-Kanäle als mögliche Modulatoren zur Hemmung der 
Proliferation in vielen Zelltypen einschließlich Melanomzellen aufgedeckt worden 
(Gavrilova-Ruch et al. 2002). 
 
 
1.2.3 cGMP-spezifische Phophodiesterasen 
 
Die Phosphodiesterasen (PDEs) gehören zu einer Familie von Proteinen, die die Hydrolyse 
der zyklischen Nukleotide zu den entsprechenden Nukleosid-5'-monophosphate 
katalysieren. Die PDEs unterscheiden sich in ihrer Substratspezifität, in ihrer Regulation, 
in der Gewebeverteilung und in ihrer Sensibilität gegenüber Inhibitoren (Beavo et al. 1994, 
Soderling & Beavo 2000, Francis et al. 2001). Anhand zahlreicher Untersuchungen 
konnten bisher in Geweben von Säugetieren elf Familien von PDEs mit unterschiedlicher 
Selektivität für cAMP (PDE4, PDE7, PDE8), für cGMP (PDE5, PDE6, PDE9) oder für 
beide Nukleotide (PDE1, PDE2, PDE3, PDE10) identifiziert werden. Alle charakterisierten 
PDEs sind dimerisch und besitzen eine katalytische und eine regulatorische Domäne 
(McAllister-Lucas et al. 1993). 
 
Innerhalb der PDE-Familie enthalten fünf PDEs (PDE2, PDE5, PDE6, PDE10 und PDE11) 
eine hochspezifische allosterische cGMP-Bindungsstelle und eine katalytische Domäne mit 
unterschiedlicher Substratspezifität. PDE2 hydrolysiert sowohl cGMP als auch cAMP. 
Durch Bindung von cGMP an die allosterische Bindungsstelle des Enzyms wird auch die 
Hydrolyse von cAMP in der katalytischen Domäne stimuliert (Manganiello et al. 1990). 
Dieser Prozess könnte eine negative Rückkopplung für die Regulation der cGMP-
Konzentration im Gewebe repräsentieren. Zusätzlich könnte eine Kompetition zwischen 
zyklischen Nukleotiden bestehen, die zur Stimulierung von cGMP und zur Degradierung 
von cAMP führt. Die Bindung von cGMP an die allosterische Bindungsstelle des 
Photorezeptors PDE6 zeigt keinen katalytischen Effekt. Die lichtabhängige Aktivierung 
der PDE6 erfolgt durch Transducin, das zur Absenkung der intrazellulären cGMP-
Konzentration führt (Yamazaki et al. 1984). Die lichtinduzierte Verminderung der cGMP-
Konzentration führt dann zur Schließung der cGMP-spezifischen Kanäle in der 
Plasmamembran. 
 
Die cGMP-spezifische PDE (PDE5) wurde im Lungengewebe entdeckt (Lincoln et al. 
1976). Das Enzym PDE5 besteht aus einer katalytischen Domäne, die für die Hydrolyse 
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von cGMP spezifisch ist, und zwei allosterischen cGMP-spezifischen Bindungsstellen in 
der regulatorischen Domäne (Thomas et al. 1990). Die Phosphorylierung der allosterischen 
Stellen der PDE5 (Serin92) durch PKG induziert eine Konformationsänderung der 
regulatorischen Domäne, die zur Erhöhung der Bindungsaffinität für cGMP und 
letztendlich zur Aktivierung der Katalyse und Hydrolyse der Nukleotide führt (Corbin et 
al. 2000, Francis et al. 2002). 
 
Ein wesentlicher Fortschritt in der Erforschung der PDEs war die Entdeckung der PDE-
Inhibitoren. Die Arbeitsgruppe von Rall und Sutherland (1958) hat zum ersten Mal 
festgestellt, dass Koffein die Wirkung von Glukagon, einem Stimulator der 
Adenylylzyklase, auf die cAMP-Akkummulation und auf die Glukogenese in der Leber 
verstärkt. Seit dieser Zeit wurden zahlreiche PDE-Inhibitoren wie 3-Isobutyl-1-
Methylxanthin (IBMX) synthetisiert. Viele dieser Substanzen sowie auch Koffein sind 
nicht selektiv. Ein wichtiger Fortschritt in der PDE-Forschung war die Entdeckung 
selektiver PDE-Inhibitoren. Sie vertreten eine vielversprechende neue Klasse von 
Substanzen, die für die Behandlung vieler Funktionsstörungen nützlich sind (Jeremy et al. 
1997, Corbin & Francis 1999, Jedlitschky et al. 2000). Die PDE5-Inhibitoren wie z.B. 
Theophyllin, IBMX und hochspezifische Zaprinast, Trequinsin, Sildenafil und Vardenafil 
weisen eindeutige pharmakologische Eigenschaften auf, die auf der spezifischen 
molekularen Struktur und auf dem Enzyminhibierungsprofil basieren. Im Gegensatz zu 
zyklischen Nukleotiden binden sich diese Substanzen direkt an die katalytische 
Bindungsstelle der PDE5 und konkurrieren mit cGMP um diese Bindungsstelle, zeigen 
aber keine Affinität zur allosterischen Bindungsstelle in der Regulationsdomäne (Francis et 
al. 2001). Exisulind wurde als weiterer Hemmstoff der PDE2 und PDE5 charakterisiert, die 
durch Aktivierung von PKG bei der Apoptose von Tumorzellen involviert sind (Liu et al. 
2001) 
 
 
1.3 Extrusion von cGMP 
 
Aufgrund der Undurchlässigkeit der Membranlipide und der Nachweise von cGMP im 
Blut und Harn (Broadus et al. 1971, Murad & Pak 1972) und der erhöhten extrazellulären 
Konzentration nach Gabe natriuretischer Peptide bei Patienten mit Herzversagen (Gerzer et 
al. 1985, Vorderwinkler et al. 1991, Abraham et al. 1992, Jakob et al. 1994) und mit 
verschiedenen Arten von neoplastischen Krankheiten wie Lungen-, Kolon- und Brustkrebs 
(Chawla et al. 1980) ist es naheliegend, dass cGMP in den extrazellulären Raum 
transportiert wird. Der Transport von cGMP kann nicht nur dem Zweck der Regulation der 
intrazellulären cGMP-Spiegel dienen, sondern auch die Funktionen anderer Zellen 
regulieren, z.B. kann cGMP im Nierentubulus den transepithelialen Na+-Transport 
inhibieren (Chevalier et al. 1996). In den letzten Jahren wurde der Export von cGMP in 
vielen Zellen wie Endothelzellen, Zellen der vaskulären glatten Muskulatur und 
Fibroblasten der Lunge beschrieben (Hamet et al. 1989, Patel et al. 1995).  
 
Der experimentelle Ansatz zur Untersuchung des aktiven Transportsystems für cGMP in 
humanen Erythrozyten zeigte, dass die zelluläre Extrusion des cGMP ein einseitig 
wirkender ATP-abhängiger Prozess ist (Hamet et al. 1989, Sager et al. 1996, Billiar et al. 
1992, Schultz et al 1998, Sundkvist et al. 2000), der sich durch einen nichtselektiven 
Transporthemmstoff der organischen Anionen, „Probenecid”, inhibieren lässt. Dies deutet 
darauf hin, dass der ATPase-abhängige Export durch einen Transporter für amphiphile 
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Anionen vermittelt wird, die als „multidrug resistance protein” (MRP) identifiziert wurden 
(Podevin et al. 1980, Milliul et al. 1996). Als erste Mitglieder dieser Familie wurden 
MRP1 (Cole et al. 1992) und apikal lokalisiertes MRP2 identifiziert (Paulusma et al. 1996, 
Taniguchi et al. 1996). MRP3, MRP4 und MRP5 wurden als weitere Mitglieder dieser 
Familie charakterisiert. Innerhalb dieser Familie katalysiert das cGMP-spezifische MRP5 
den MgATP-abhängigen Export von cGMP und reguliert dadurch die intrazelluläre 
Konzentration dieses „second messenger” (Boadu & Sager 1997). Im Gegensatz zum 
MRP5 besitzt MRP4 eine niedrigere Affinität für cGMP, reagiert jedoch sehr stark auf 
cAMP (Lai & Tan 2002). Inzwischen wurden die cDNA für MRD4 und MRP5 geklont 
und exprimiert. Der Inhibierung der PDE5 und MRP5 durch hochselektive Substanzen 
wurde in den letzten Jahren zur Relaxation der vaskulären glatten Muskulatur in der 
Behandlung von Angina pectoris, arterieller Hypertonie und erektiler Dysfunktion große 
Aufmerksamkeit gewidmet. Die Bedeutung dieser Substanzen, die auch als hochselektive 
Inhibitoren des cGMP-Exportes bekannt sind, besteht darin, dass sie auf zwei 
verschiedenen Wegen zur Erhöhung des intrazellulären cGMP führen. In Abbildung 1.4 ist 
die Regulierung des zellulären cGMP durch Synthese mittels GC und Hydrolyse durch 
PDEs sowie Transport in den extrazellulären Raum der Zelle durch MRP5 dargestellt. 
 
 
    
Abbildung 1.4: Regulierung der zellulären cGMP-Konzentration (modifiziert nach 
Jedlitschky et al. 2000). 
 
 
Zusätzlich berichten Autoren über Interaktionen beim Transport von cGMP und cAMP. 
Während die Untersuchungen in Fibroblasten und Endothelzellen auf eine kompetitive 
Interaktion der zyklischen Nukleotide hinweisen, zeigten Schultz et al. (1998), dass cAMP 
den Transport von cGMP in Erythrozyten in einer scheinbar allosterischen Weise 
stimuliert. Mehrere bekannte Modulatoren der andere Energien fordernden Membran-
Transportsysteme, solche wie Probenecid, Verapamil, Forskolin und IBMX, hemmen den 
cGMP-Export kompetitiv und konzentrationsabhängig, während spezifische Hemmstoffe 
von cGMP-PDE wie Zaprinast und Sildenafil den Transport mit hoher Affinität inhibieren 
(Schultz et al. 1998, Jedlitschky et al. 2000). 
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1.4 GC/cGMP-Signaltransduktion in epidermalen Hautzellen 
 
Menschliche Haut ist ein mehrfach überlagertes und kohäsives Gewebe mit einer 
einzigartigen funktionellen Architektur, die die primäre Barriere zur äußeren Umgebung 
gewährleistet. Die Haut setzt sich aus den drei Schichten Epidermis, Corium und Subcutis 
zusammen und übernimmt als Grenzorgan eine Vielfalt lebenswichtiger Schutzfunktionen 
gegen chemische, thermische und mikrobiologische Einflüsse. Eine der wichtigsten 
Funktionen der Haut ist der Schutzmechanismus des Körpers vor der schädigenden 
Wirkung der ultravioletten (UV) Strahlung, bei dem die in der Epidermis befindlichen 
Melanozyten und die Keratinozyten eine zentrale Rolle spielen (Yohn et al. 1993, Schauer 
et al. 1994). 
 
 
Abbildung 1.5: Humane Melanozyten und Keratinozyten. 
 
 
Die Aktivität der Melanozyten ist zum Teil genetisch bedingt. Dies kann aber durch 
mittelwellige UV-B-Strahlung gesteigert werden (Friedmann & Gilchrest 1987, Aberdam 
et al. 1993). Durch UV-Strahlung produzieren die Melanozyten über mehrere 
enzymatische Reaktionsschritte aus der Aminosäure Tyrosin das Farbpigment Melanin, 
welches über dendritische Zellausläufer von den Melanozyten an die benachbarten 
Keratinozyten übertragen wird (Jimbow et al. 1974, Megaw & Drake 1986). Aufgrund der 
Beteiligung dieser Zellen an der Hautpigmentierung werden sie als epidermale 
Melanineinheit bezeichnet (Fitzpatrick et al. 1979), deren funktionelle Aktivität die 
Hautfarbe bestimmt.  
 
Die durch UV-Strahlung induzierte Melanogenese in Melanozyten ist mit der Erhöhung 
der intrazellulären cGMP-Spiegel assoziiert, die auf Aktivierung der löslichen GC durch 
endogenes NO zurückzuführen ist (Romero-Graillet et al. 1996). Die Effekte von cGMP 
werden durch Phosphorylierung von PKG vermittelt, die zur Stimulierung der Tyrosinase 
und „tyrosinase related protein” 1 (TRP-1) führt (Aberdam et al. 1993, Romero et al. 1994, 
Sasaki et al. 2000). Tyrosinase und TRP-1 sind zwei Enzyme, die die Synthese des 
Melanins aus Tyrosin katalysieren. Vor kurzem wurde noch über die Wirkung der NO-
Synthase (iNOS) auf das α-melanozyten-stimulierende Hormon (α-MSH) berichtet, das 
eine wichtige Rolle bei der Melanogenese spielt (Hunt et al. 1994, Tsatmali et al. 2000, 
2002). Weiterhin hemmt NO die Adhäsion von humanen Melanozyten an die 
Komponenten der extrazellulären Matrix (Ivanova et al. 1997). In der Literatur existieren 
auch Berichte, die darauf hindeuten, dass zyklisches AMP in der Hautpigmentierung und 
in der Proliferation der Melanozyten involviert ist (Kato et al. 1994). 
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Abhängig vom Hauttyp sowie Dosis und Art der Strahlung kann UV-B aber auch ein 
Erythem (Sonnenbrand) verursachen (Warren 1994), das auf freigesetzte Zytokine aus 
Keratinozyten zurückzuführen ist. Bei der Entstehung des Erythems durch UV-B Strahlung 
ist auch die NO/cGMP-Signaltransduktion involviert. Die Synthese von NO durch 
Aktivierung der NO-Synthase (cNOS) bei der UV-Exposition aktiviert die lösliche 
Guanylylzyklase der Keratinozyten und induziert damit die Erhöhung der intrazellulären 
Konzentration von cGMP (Deliconstantinos & Stravrides 1995). Darüberhinaus induziert 
UV-B Strahlung Mutationen in der DNA, die bis zu einem gewissen Maß durch ein 
natürliches Reparatursystem korrigiert werden und nach wiederholter UV-Exposition zu 
einem unkontrollierten Wachstum der Zelle und somit zu Hautkrebs, z.B. Melanomen, 
führen können. 
 
In den letzten Jahren wurden auch zur Untersuchung der Rolle von GC und GC/cGMP-
abhängigen Signalübertragungsmechanismen viele Experimente in humanen 
Melanomzellen durchgeführt. Für die Charakterisierung der Verteilung der Isoformen der 
GC in den untersuchten Zellarten wurden verschiedene NO-Donoren und unterschiedliche 
NP verwendet. Es wurde gezeigt, dass exogene Donoren, wie 3-Morpholino-Sydnonimin 
(SIN-1), eine 20fache Zunahme der cGMP-Bildung in normalen Melanozyten und in 
nichtmetastasierenden Melanomzellen in Abhängigkeit vom Melaningehalt induzieren. 
Zugleich ließ sich dieser Effekt durch einen hochselektiven Hemmstoff der löslichen GC 
inhibieren (Ivanova et al. 2001).  
 
In metastasierenden Melanomzellen konnte dagegen kein direkter Effekt von NO-Donoren, 
wie SIN-1, auf die cGMP-Synthese und auf die Aktivierung der löslichen GC 
nachgewiesen werden. Weitere molekularbiologische Untersuchungen haben anschließend 
gezeigt, dass die fehlende Aktivität der löslichen GC in metastasierenden Melanomzellen 
auf die fehlende Exprimierung von mRNA für die β-Untereinheit des Enzyms 
zurückzuführen ist (Ivanova et al. 2001). Weiterhin konnte in metastasierenden 
Melanomzellen eine dramatische Erhöhung der cGMP-Produktion mit natriuretischen 
Peptiden (ANP und CNP) erzielt werden, die als Aktivatoren der membrangebunden 
Isoformen der GC bekannt sind. 
 
Die Haut wirkt zusätzlich den äußeren mechanischen Kräften entgegen und stellt damit 
eine Schutzfunktion gegen mechanische Belastung dar. Allerdings wurde in den letzten 
Jahren beobachtet, dass erhöhte mechanische Belastung die Zellproliferation in den 
Melanozyten sowie in den Keratinozyten stimuliert, die durch Aktivierung von MAP-
Kinase ausgelöst wird (Takei et al. 1997, Kippenberger et al. 2000a). Unter Stress-
Bedingungen führt aktivierte MAP-Kinase zusätzlich zur morphologischen Veränderung in 
Keratinozyten, bei der die beta-1-Integrine eine wichtige Rolle spielen (Kippenberger et al. 
2000 b). 
 
Zusätzlich berichten Studien von den Effekten mechanischer Kräfte auf die extrazelluläre 
Matrix und vertreten die Hypothese, dass Hypergravitation die Adhäsion von 
periodontalen Fibroblasten an extrazelluläre Matrix signifikant vermindert, ohne dabei die 
Proliferation der Zellen zu verändern (Theilig et al. 2001). Auch die humanen 
Hautfibroblasten zeigen eine Modifikation der extrazellulären Matrix, die durch 
Aktivierung der verschiedenen Enzyme bei Hypergravitation induziert wurde (Croute et al. 
1995, Gaubin et al. 1995).  
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1.5 Beschleunigungsinduzierte Effekte auf humane Zellen 
 
Gravitation ist ein Phänomen auf unserem Planeten, das einfache Moleküle wie 
Organismen vom Einzeller bis zu komplexen Zellsystemen beeinflusst. Während einer 
Raumfahrtexpedition sind auch die Astronauten einer Vielzahl von Belastungsfaktoren 
ausgesetzt, die mit der Weltraumumgebung, u.a. mit der Veränderung von Gravitation, 
zusammenhängen. In den letzten Jahren wurden zur Untersuchung der möglichen Effekte 
von Gravitation auf zelluläre Regulationsmechanismen in verschiedenen Zellen in vivo 
viele Experimente in schnelldrehenden Klinostaten (mit 30-100 Umdrehungen pro Minute) 
(Block & Briegleb 1986) und in Zentrifugen zur Simulation von Mikro- und 
Hypergravitation durchgeführt.  
 
Untersuchungen bei Astronauten zeigten beispielsweise eine verstärkte Knochen-
resorption und eine verminderte Knochenbildung während des Aufenthaltes im All (Mack 
et al. 1989). Auch Untersuchungen der Effekte der veränderten Gravitation auf 
Osteoblastenkulturen in vitro deuten auf die Beeinträchtigung des Knochenmetabolismus 
hin. So zeigten Hughes-Fulford & Lewis (1996), dass Mikrogravitation eine Reduktion der 
Zellproliferation in diesen Zellen induziert.  
 
Im Gegensatz dazu bewirkt Hypergravitation (1,5-2 g) einen entgegengesetzten Effekt mit 
einer stimulierten Proliferation in Osteoblasten (ROS17/2.8), die aus Ratten-
Osteosarkomen isoliert wurden. Unter diesen Bedingungen wurden auch differenzierte 
Funktionen von Osteoblasten wie Alkalische Phosphataseaktivität, Osteocalcin- und 
Kollagensynthese und eine Abnahme der cAMP-Konzentration nachgewiesen (Furutsu et 
al. 2000). Eine erhöhte Gravitation (40-80 g) stimulierte in diesen Zellen die Alkalische 
Phosphataseaktivität und Osteocalcin- und Kollagensynthese, während die 
Zellproliferation unter diesen Bedingungen inhibiert wurde. Es wurde noch zusätzlich eine 
Erhöhung der intrazellulären Konzentration von cAMP durch Hypergravitation beobachtet 
(Furutsu et al. 2000). Durch weitere Untersuchungen wurde gezeigt, dass die Veränderung 
der zellulären Funktion in Osteoblasten auf hypergravitationsbedingte Erhöhung von 
cAMP zurückzuführen ist, wobei dies durch einen cAMP-aktivierten PK (PKA)-
unabhängigen Weg vermittelt wurde (Kawashima et al. 1998). 
 
In der Literatur existieren auch zunehmend Nachweise, die darauf hindeuten, dass die 
Bildung der skelettartigen Gewebe durch mechanische Stimulierung beeinflusst wird 
(Torrance et al. 1994) und die Gravitation eine Rolle bei der Bildung der extrazellulären 
Matrix spielen kann. Die Experimente zur Untersuchung der Effekte von Hypergravitation 
(13 g) auf menschliche Osteoblasten (hOB) zeigen auch eine erhebliche Steigerung der 
Kollagensynthese, die durch Aktivierung der MAP-Kinase induziert wird. Die verstärke 
Aktivierung ist auf eine Erhöhung der Phosphorylierung der p44/42 MAP-Kinase (ERK 
1/2) zurückzuführen (Gebken et al. 1999). Zudem wurde noch eine erhöhte mRNA-
Expression von Kollagen Iα2 festgestellt (Pavlin et al. 1995).  
 
Im Gegensatz zu den Osteoblasten wurde in humanen dermalen Fibroblasten durch erhöhte 
Gravitation eine signifikante Abnahme der Kollagensynthese beobachtet (Seitzer et al. 
1995). Hyper-g bis 20 g induzierten zusätzlich eine morphologische Veränderung in 
humanen Fibroblasten. Die extrazelluläre Matrix wurde auch unter diesen Bedingungen 
beeinflusst, die allerdings nicht zu einer Änderung der Zellproliferation führten (Croute et 
al. 1995).  
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Wegen der Beeinträchtigung des Immunsystems von Astronauten wurden auch viele 
Untersuchungen an T-Lymphozyten durchgeführt. T-Zellen sind ein attraktives Modell zur 
Untersuchung der Signaltransduktion, da drei extrazelluläre Signale, Mitogen, Interleukin 
1 (IL-1) und Interleukin 2 (IL-2), für die volle Aktivierung der Zelle über Protein G und 
PK erforderlich sind. T-Lymphozyten und Monozyten zeigen wichtige Änderungen in der 
Expression der Zytokine wie IL-1, IL-2, γ-Interferon und Tumor Nekrose Faktor (TNF) 
(Cogoli & Cogoli-Greuter 1997). Die Ergebnisse aus früheren Studien zeigen, dass eine 
verminderte Produktion von IL-1 durch Monozyten für den gesamten Aktivierungsverlust 
verantwortlich ist. Andere Daten berichten, dass die Expression von IL-2-Rezeptoren bei 0 
g inhibiert ist. Zusätzlich konnte die Veränderung von Proteinkinace C (PKC) für die 
Immundepression bei 0 g verantwortlich gemacht werden (Cogoli 1997). 
 
Die Studien zur Untersuchung der Effekte von Mikrogravitation auf die adhärenten 
epithelialen Karzinomzellen (A431) zeigen eine Verminderung der Genexpression der 
epidermalen Wachstumfaktor (EGF)-induzierten Oncogenexpression (c-fos und c-jun), die 
auf Veränderungen in den EGF-Rezeptoren und die PKC-vermittelte Signaltransduktion 
zurückzuführen ist (de Groot et al. 1990, 1991). EGF spielt eine Hauptrolle bei der 
Regulierung von Zellproliferation und Differenzierung. Es wurde allerdings keine 
Veränderung der Bindungseigenschaften (Boonstra et al. 1997) und der Ligandenbindung 
an Rezeptoren festgestellt (Spooner et al. 1990, Schmitt et al. 1996). Dagegen konnte die 
morphologische Veränderung der Zellen und die Zellabrundung nachgewiesen werden 
(Rijken et al. 1991), die auf einen aktinvermittelten Prozess zurückgeht. Diese 
Beobachtung weist zusätzlich darauf hin, dass die Effekte der Mikrogravitation auf EGF- 
induzierter Gen-Expression mit dem Aktin-Mikrofilament-System in diesen Zellen 
assoziiert sind (Chinkers et al. 1979).  
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1.6 Zielsetzung der vorliegenden Arbeit 
 
Angesichts der Auswirkung der Gravitationsänderungen, die zur Veränderung vieler 
Funktionen in verschiedenen Arten humaner Zellen führen, erscheint es interessant 
herauszufinden, ob gravitationsbedingte Änderungen in humanen Melanozyten eintreten. 
 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde, ausgehend von Kenntnissen über die Rolle von cGMP in 
humanen epidermalen Melanozyten, die Auswirkung von Hypergravitation auf cGMP in 
humanen Melanozyten und in Melanomzellen mit unterschiedlichem Metastasierungs-
potential untersucht. Zur Bearbeitung dieser Fragestellung wurden zum ersten Mal in vitro 
Modellsysteme etabliert, die für die Durchführung dieser Experimente optimiert wurden. 
Diese Modellsysteme gewährleisten annähernd physiologische Bedingungen in adhärenten 
humanen Melanozyten und Melanomzellen. 
 
In einer Reihe von Experimenten wurde in diesen Zelllinien die intrazelluläre cGMP-
Konzentration nach einer Kurzzeit- und Langzeitzentrifugation bei verschiedener 
Gravitation mittels Radioimmunoassay gemessen. Bei der Suche nach möglichen Ursachen 
für die Konzentrationsänderung von cGMP wurden noch weitere Experimente zur 
Untersuchung der extrazellulären Konzentration dieses zyklischen Nukleotids 
durchgeführt. Um die Frage zu klären, ob das GC/cGMP-System eine Rolle bei der 
Signalübertragung durch erhöhte Gravitation bei Melanozytenfunktion haben kann, wurde 
zusätzlich die mRNA-Expression der verschiedenen Isoformen der Guanylylzyklasen in 
verschiedenen Zellen analysiert. Weiterhin wurden Effekte von Hypergravitation auf die 
Proliferation und die Morphologie der verschiedenen Zelllinien untersucht, um die 
Korrelation von Proliferation und Veränderung der cGMP-Spiegel zu erforschen. Darüber 
hinaus wurden zur Untersuchung der Frage, ob eine Kompetition zwischen zyklischen 
Nukleotide besteht, die Effekte von Hypergravitation auf die cAMP-Konzentration 
untersucht. 
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2 Material und Methoden 
 
 
2.1 Chemikalien 
 
Wenn im Text nicht anders vermerkt, wurden die verwendeten Chemikalien p.a. bezogen. 
 
Antikörper 
 
Europium-markiertes Streptavidin, Delfia 1244-360 
Kaninchen-Anti-Ziege-Antikörper, Dako Z0454 
Kaninchen γ-Globulin, Sigma G0261 
Ziege-Anti-cAMP-Antikörper, Linco 121-205 
Ziege-Anti-Kaninchen-Antikörper, DIANOVA 
 
 
Detergenzien 
 
n-Dodecylsulfat Natriumsalz (SDS), Merck 13760 
t-Octylphenoxypolyethoxyethanol (Triton X-100), Bio Rad 161-0407 
Polyoxyethylensorbitan Monolaurat (Tween 20), Sigma P7949 
 
 
Enzyme und Inhibitoren 
 
Isobutylmethylxanthin (IBMX), Sigma I4879 
Trequinsin Hydrochlorid, Sigma T2057 
Zaprinast, Sigma Z0878 
 
 
Farbreagenzien 
 
Bromphenolblau, Sigma G-5516 
Folin-Ciocalteus Phenolreagenz, Merck 9001 
Trypanblau, Gibco Life Technologies PL15250-061 
Ethidiumbromid, Sigma E-8751 
 
 
Puffersubstanzen 
 
Dinatriumhydrogenphosphat (Na2HPO4. 2 H2O), Merck 1.06580.0500 
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4), Merck 1.4873.1000 
Natriumacetat wasserfrei (CH3COONa), Merck 6268 
Natriumcarbonat (Na2CO3), Merck 6392 
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3), Merck 6329 
di-Natriumdihydrogenphosphat (NaH2PO4..H2O), Merck 6346 
Phosphat Bufferd Saline (PBS(-)), BioWhittaker 16-006Y 
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS), Merck 1.08382.0100 
 
 
Radiochemikalien 
 
[125I]-Cyclic GMP(NEX131), PerkinElmer Life Science, Belgien 
 
 
Sonstige Chemikalien 
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Aceton, Sigma A4206 
Acetonitril (CH3CN), Sigma A6914 
humanes atriales natriuretisches Peptid (h-α-ANP), Bachem Biochemica H-2100.1000 
Bernsteinsäureanhydrid, Sigma S7626 
cAMP, Sigma A 4137 
cGMP Natriumsalz, Sigma G-6129 
Coulter CLENZ, Beckman Coulter GmbH 8448222 
di-Natrium-Tartrat-Dihydrat, Merck 6663 
Diethylether, Merck 1.00926.1000 
Dimethylsulfoxid (DMSO), Sigma D4540 
Elektrolytlösung (3M KCl), Merck 6628350 
Essigsäure (Eisessig 100%), Merck 63 E 
Ethanol (abs), Merck 1.00983.1011 
Ethylendiamin-Tetraacetat (EDTA), Sigma E1644 
Glycerin, Merck 4093 
Isoton II, Beckman Coulter GmbH 8448011 
Kaliumchlorid (KCl), Merck 1.04936.1000 
Kaliumhydrogenphthalat (KHPhthalat), Merck 4874 
Kupfersulfat-5-Hydrat (CuSO4.5H20), Merck 2790 
Melanin, Sigma M2649 
N-(1-Naphthyl)-ethylendiamin HCl (NED), Sigma N9125 
Natriumazid (NaN3), Merck 8.22335.0100 
Natriumchlorid (NaCl), Merck 1.06404.1000 
Natriumdihydrogenphosphat (NaH2PO4. 2H2O), Merck 6346 
Natriumhydroxid (NaOH) 32%ig, Merck 1.05590.2500 
Natriumhydroxid (NaOH) 1N, Merck 1.09137.10006469 
Natrium Nitrit NaNO2, Sigma S2252 
Pufferlösung pH 4,0, Merck 6628304 
Pufferlösung pH 7,0, Merck 6628307 
Pufferlösung pH 9,0, Merck 6628308 
Salzsäure (HCL) 32%ig, Merck 313.2500 
Salzsäure(HCl) 1N, Merck 1.09057.1000 
SIN-1 Hydrochlorid, Alexis 430-002-M010 
Succinic-Anhydride, Sigma 7626 
Sulfanilamid, Sigma S9251 
Tetranatrium-Ethylendiamin-Tetraacetat Hydrat, Sigma ED4SS 
Thenoyltrifluoroacetat, Sigma T 9888 
Thimerosal, Sigma T-5125 
Trequinsin hydrochlorid, Sigma T2057 
Trichloressigsäure (TCA), Merck 1.00807.0250 
Triethylamin, Aldrich 23.962 
Tri-N-octylphosphinoxid, Merck 814868 
Tris[hydroxymethyl]aminomethan), Merck 1.083882.0100, Sigma T-1503 
Zaprinast, Sigma Z0878 
 
 
Zellkulturmedien 
 
Dulbecco’s Modification of Eagle’s Medium (DMEM), 
DMEM w/o L-Glutamine, Phenolrot, ICN Biochemicals GmbH 916-427-54 
DMEM w Phenolrot, ICN Biochemicals GmbH 1234254 
Fötales Kälberserum (FKS), Gibco BRL 10106-078 
Ham’s F-10, 41550Gibco 
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HEPES, ICN Biochemicals 105593 
Nutrient Mixture F-10, Gibco Life Technologies 31550-023 
Penicillin/Streptomycin/Glutamine (PSG), Invitrogen Life Technologies 10378016 
Rinderseumalbumin (bovine serum albumin, BSA), Sigma A7906 
12-o-tetradecanoyl-phorbol-13-acetate (TPA), Sigma P8139 
Trypsin, Sigma T0303 
Ultroser G, Life Technologies A194 15950017 
 
 
Genexpression 
 
Agarose-LE, Böhringer Mannheim 1685678 
Diethylpyrocarbonat, Sigma D-5758 
DNase I, RNase-frei(10.000 U), Boehringer Mannheim 85448420-32 
HotStarTaq DNA-Polymerase (1000 U), Qiagen 203205 
dNTP-Set (100 mM), Gibco Life Technologies 10297-018 
(100bp-)Leiter, Gibco Life Technologies 15628-050 
2-Mercaptoethanol, Sigma M3148 
RNase-out, Gibco Life Technologies 10777-019 
RNeasy Mini Kit, Qiagen 74104 
Superscript II, Invitrogen Gibco Life Technologies 18064-014 
10 x TBE (Tris-Borat-Elektrophorese)-Puffer, Gibco Life Technologies 155-81-036 
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2.2 Zellkultur 
 
2.2.1 Verwendete Zelllinien 
 
Für diese Arbeit wurden normale humane Melanozyten (Mf9420), nichtmetastasierende 
(1F6) und metastasierende (1F6m- und BLM) Melanomzellen verwendet, die sich 
zusätzlich in ihrer Pigmentierung unterscheiden (Ivanova et al. 2001). Darüberhinaus 
exprimieren die normalen Melanozyten und die nichtmetastasierenden Melanomzellen 
sowohl die membrangebundenen als auch die löslichen GC-Isoformen, während die 
metastasierenden Melanomzellen nur partikuläre Formen der GC besitzen.  
 
 
2.2.2 Herstellung der Zellkulturmedien 
 
Kulturmedien müssen eine geeignete Zusammensetzung aufweisen, die von den 
Stoffwechselmöglichkeiten der zu kultivierenden Zelle bestimmt wird. Die Kultivierung 
der Melanomzellen erfolgte im Dulbecco’s Modification of Eagle’s Medium (DMEM) mit 
10%igem fötalen Kalbserum (FKS) und Antibiotikazusatz (100 IU/ml Penicillin, 100 
mg/ml Streptomycin). Das FKS wurde vorher bei Raumtemperatur aufgetaut und bei einer 
thermostatisch kontrollierten Temperatur von 56°C 30 min lang mit Hitze inaktiviert, steril 
portioniert, bis zur Verwendung bei 20°C gelagert und kurz vor dem Gebrauch dem 
DMEM zugegeben.  
 
Für die Kultivierung der normalen Melanozyten wurde das Kulturmedium folgendermaßen 
hergestellt: 
 
Ham’s F-10     500 µl 
Ultroser-G     1% (v/v) 
L-Glutamin 2 mM 
Penicillin/Streptomycin   100 IU/ml, 100 mg/ml 
12-o-tetradecanoyl-phorbol-13-acetat 16 nM 
IBMX      100 µM 
 
 
2.2.3 Kulturbedingungen 
 
Die Kultivierung der Zellen erfolgte unter sterilen Bedingungen in einer sterilen Bank mit 
laminalem Luftzug (Hera Safe, Heraeus), welche vor und nach Benutzung mit 70%igem 
Ethanol desinfiziert werden muss. Die benötigten Arbeitsgeräte und Lösungen wurden 
durch Autoklavieren bzw. durch Sterilfiltration mit einer Porengröße von 0,22 µm (Falcon) 
sterilisiert. Die benötigten Lösungen mussten vor Verwendung im Wasserbad auf 37°C 
gebracht werden und die Gefäße mit den Lösungen vor Einbringen in die Werkbank mit 
70%iger Ethanollösung desinfiziert werden. Die Zellkulturen wurden in einem CO2-
begasten Brutschrank unter standardisierten Bedingungen von 37°C, gesättigter 
Luftfeuchtigkeit und 95% O2, 5% CO2 inkubiert.  
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2.2.4 Kultivieren und Subkultivieren der Zelllinien 
 
Die Kultivierung verschiedener Zelllinien, die als adhärente Zellen wachsen, erfolgte in 
Kulturflaschen T225 oder T175 (Falcon). Die Subkultivierung wurde routinemäßig nach 
Erreichen der Konfluenz durchgeführt. Dabei wurden die Zellen nach einer 
Waschprozedur mit „phosphate buffer saline” (PBS) mit 0,005%iger Trypsinlösung 
trypsiniert und nach der Bestimmung der Zellzahl mit Hilfe einer Neubauerkammer durch 
Anfärben mit 4%igem Trypanblau oder mittels Coulter Counter in entsprechendem 
Medium kultiviert.  
 
PBS-Lösung (zehnfach konzentriert) 
 
NaCl   137 µM 
Na2HPO4.2H2O  81 µM 
KH2PO4  14 µM 
KCl  27 µM 
in aqua bidest. 
 
Nach der Einstellung des pH-Wertes auf 7,4 wurde die Lösung mit aqua bidest. im 
Verhältnis 1:10 verdünnt, in 250 ml Flaschen portioniert, autoklaviert und bei 4°C 
gelagert. 
 
Trypsin-Lösung:  
    Endkonzentration 
Trypsin (0,25 %) 0,02 % 
EDTA in PBS (0,2 %) 0,005 % 
in PBS (1X) 
 
Die Lösung wurde sterilfiltriert und in angemessener Menge aliquotiert und anschließend 
bei -20°C aufbewahrt. 
 
 
2.2.5 Gefrierkonservierung der Zelllinien 
 
Bei diesem Verfahren wurden die konfluent gewachsenen Zellen nach Trypsinierung und 
Bestimmung der Zellzahl in 10%igem kryoprotektiven Dimethylsulfoxid (DMSO) 
resuspendiert, um Zellschäden durch langsame Veränderung der Eiskristalle zu verhindern. 
Nach Überführung der Suspension in Kryoröhrchen (NUNC) wurden die Zellen zunächst 
für 24 h bei -80°C eingefroren und danach in flüssigem Stickstoff bei -196°C bis zur 
weiteren Verwendung aufbewahrt. 
 
 
2.2.6 Auftauen der Zelllinien 
 
Zum Auftauen wurde den Zellen sofort 1 ml 100%iges FKS zugefügt. Anschließend wurde 
die Zellsuspension in Zentrifugationsröhrchen (Falcon) mit 5 ml PBS überführt und danach 
für 5 min bei 1200 rpm zentrifugiert. Nach der Entfernung des Zellüberstandes wurde das 
Zellpellet in frischem Medium resuspendiert und in Zellkulturflaschen T225 bei 37°C, 5% 
CO2 und einer Luftfeuchtigkeit von 95% kultiviert. 
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2.3 Optimierung der Versuchsbedingungen 
 
2.3.1 Optimierung der Zentrifugationsversuche 
 
2.3.1.1 Vorbereitung der Zellkulturen 
 
Für die Durchführung der Experimente wurden zuerst die Melanozyten und 
Melanomzellen in einer Dichte von 1.0x106 in T25 (Falcon) Zellkulturflaschen in 4 ml 
10%igem FKS DMEM kultiviert und für 24 h bei 5% CO2, 37°C und einer 
Luftfeuchtigkeit von 95% inkubiert. Nach etwa 24 h Kultivierung und zweimaliger Wasch-
prozedur mit PBS wurde das Medium durch Medium mit 0,25%igem Rinderserumalbumin 
(BSA) und 10 mM 4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazine-ethanesulfonic acid (HEPES) (pH 
7,4) ersetzt und zur Adaptation der Zellen 3 h im Brutschrank inkubiert. Anschließend 
wurden die Zellkulturflaschen für entsprechende Zeiten und Beschleunigungen 
zentrifugiert. Als Kontrollen galten die gleichbehandelten Zellen in Kulturgefäßen, die 
während des Versuches neben der Zentrifuge positioniert wurden. 
 
 
2.3.1.2 Beschreibung der Zentrifugenparameter 
 
Die Zentrifugationsexperimente erfolgten mit Hilfe einer „STATEX-Zentrifuge”, die zum 
ersten Mal bei der Spacelab Mission D1 eingesetzt wurden war. Sie diente zur 
Untersuchung der Statolithenentwicklung (STATolith EXperiment) bei dem 
Südafrikanischen Krallenfrosch (Xenopus laevis). Später wurde diese Zentrifuge während 
der D2-Mission bei dem Experiment "Gravity Perception and Neuronal Plasticity" zur 
weiteren Untersuchung des Schwerkrafteinflusses auf die Entwicklung und Funktion des 
Schweresinnesorgans bei Krallenfrosch und Buntbarsch (Oreochromis mossambicus) 
verwendet (Neubert et al. 1996).  
 
Da es sich bei unseren Zentrifugenexperimenten mit humanen epidermalen Melanozyten 
um adhärente Zellen handelte, mussten zur Ermittlung optimaler Bedingungen zwei 
Anforderungen erfüllt werden. Einerseits musste erreicht werden, dass die Zellen alle 
derselben Beschleunigung ausgesetzt sind. Desweiteren sollte die gleichmäßige 
Versorgung der Zellen während des Versuches gewährleistet sein. Zur Gewährleistung der 
gleichmäßigen Versorgung der Zellen und zur Ermittlung optimaler Bedingungen bei 
diesen Experimenten wurde die „STATEX”-Zentrifuge in unserer Arbeitsgruppe mit der 
freundlichen Hilfe Herrn Dr. Neuberts und der Institutes für Luft und Raumfahrmedizin 
des DLR (Deutsches Zentrum für Luft- und Raumfahrt) modifiziert. In der Abbildung 2.1 
ist die modifizierte STATEX-Zentrifuge dargestellt.  
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Abbildung 2.1: Modifizierte STATEX-Zentrifuge. 
 
 
 
Zur Durchführung der Experimente wurden die Zellkulturgefäße mit einer Breite von 4 cm 
in einem Abstand von 13,5 cm von der Drehachse positioniert. Bei den Kurzzeit-
Zentrifugationen, bei denen die Zellen einer Gesamtbeschleunigung von 5 g für 3, 10 und 
30 min ausgesetzt waren, war der Aufsatz so konstruiert, dass die Zentrifuge mittels einer 
manuell gesteuerten Bremse innerhalb kürzester Zeit gestoppt und die Fixierung mit 
5%iger TCA noch in der Zentrifuge durchgeführt werden konnte.  
 
Für die Langzeitexperimente bei verschiedenen Beschleunigungen wurde die Zentrifuge so 
konstruiert, dass auf einen in der Drehachse sitzenden Motor verschiedene Aufsätze 
angebracht wurden. Diese Aufsätze sind jeweils an die definierten Beschleunigungen 
angepasst und gewährleisten, dass die Kulturgefäße im richtigen Winkel (α) positioniert 
werden.  
 
  
  
   
Abbildung 2.2: Geometrische Darstellung einer Kulturflasche in der Zentrifuge mit ange-messenem 
Neigungswinkel (α). Die Gesamtbeschleunigung (a
ρ
ges.) repräsentiert die gewünschte 
Beschleunigung bei 2, 5 und 9 g, die sich als resultierender Vektor aus Erdbeschleunigung 
und Zentrifugalbeschleunigung zusammensetzt. 
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2.3.1.3 Berechnung der Zentrifugationsparameter 
 
Beim Vorgang des Zentrifugierens ist zu beobachten, dass auf einzelne Zellen in einem 
bestimmten Abstand r von der Drehachse zwei Kräfte wirken, die durch die 
Erdbeschleunigung und die Zentrifugalbeschleunigung verursacht werden (Abbildung 2.2).  
 
Die gewünschte Gesamtbeschleunigung (a
ρ
ges.) wurde nach den folgenden Gleichungen 
berechnet: 
 

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
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g
zentraages ρ
ρ
ρ .
.    (1) 
 
22
.. gaa zentrges
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zentr.: Zentrifugalbeschleunigung 
       g
ρ
: Erdbeschleunigung. 
 
Die Zentrifugalbeschleunigung wurde wie folgt berechnet: 
 
rzentra
2
. ω=
ρ
   (3)  ω: Winkelgeschwindigkeit 
       r:  Radius 
 
 
Daraus erfolgt die Berechnung der Gesamtbeschleunigung: 
 
224
. ga rges
ρρ
+= ω   (4)     
 
 
Die Winkelgeschwindigkeit wird aus den folgenden Gleichungen berechnet: 
 
    
 
 
 
 
rpm: Umdrehungen pro Minute 
t: Periode. 
 
 
Die Berechnung der Gesamtbeschleunigung ergibt sich aus den Gleichungen 4 und 5: 
 
2
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60
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+=
πρρ
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Aus der Gleichung 6 konnte anschließend die Umdrehungszahl für die gewünschte 
Beschleunigung wie folgt berechnet werden: 
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Der Neigungswinkel wird anschließend wie folgt berechnet: 
 




=
.
arccos
gesa
g
ρ
ρ
α   (8) 
 
 
Die berechnete Umdrehungszahl und der Neigungswinkel für verschiedene 
Beschleunigungen sind in der Tabelle 2.1 dargestellt. 
 
 
Tabelle 2.1: Umdrehungszahl und Neigungswinkel bei verschiedenen Beschleunigungen 
 
Beschleunigung rpm Neigungswinkel 
 
2 g 107   60° 
 
5 g 180   78,5° 
 
 9 g 243,5   84° 
 
 
 
 
2.3.1.4 Scherkraft als Nebeneffekt 
 
In diesem Zusammenhang wurde die Wirkung der Scherkraft bewertet, die aufgrund der 
Form der Kulturgefäße auftritt. Die Darstellung und die Berechnung dieser Kraft sind in 
der Abbildung 2.3 repräsentiert. So wurde der Betrag der Scherkraft für die Zellen, die am 
äußeren Rand der Zellkulturflasche plaziert sind, bei einer Gesamtbeschleunigung von 5 g 
mit einem Wert von 0,9 g berechnet. Aus diesem Grund wurden bei unseren Experimenten 
die entsprechenden Gesamtbeschleunigungen als Mittelwert betrachtet. 
 
 
 
 
Abbildung 2.3: Darstellung und Berechnung der Scherkraft. 
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2.3.2 Optimierung des pH-Wertes 
 
Die Empfindlichkeit der Zellen erfordert Medien und Bedingungen, die an die jeweiligen 
Zellen angepasst sind. Der pH-Wert und die Kultivierungstemperatur dürfen nur innerhalb 
geringer Grenzen schwanken. Aus diesem Grund musste vor Beginn der Zentrifugations-
experimente sichergestellt werden, dass annähernd optimale physiologische Bedingungen 
für die Zellen während der Zentrifugation gewährleistet sind. Zur Ermittlung dieser 
Bedingungen wurden die verschiedenen Zellarten nach Erreichen der Konfluenz, wie in 
Abschnitt 2.3.1.1 beschrieben, bearbeitet. Vor der Durchführung des Experimentes wurden 
dem Medium noch zusätzlich 100 µl IBMX und verschiedene Konzentrationen von 
HEPES (10 mM, 20 mM) zugefügt und für 24 h bei 5 g zentrifugiert. Nach der 
Zentrifugation wurden der pH-Wert und der Zustand der verschieden behandelten Zellen 
miteinander und mit jeweils gleichbehandelten Kontrollen, die unter gleichen Bedingungen 
inkubiert waren, verglichen (pH M 85 Precision, Kopenhagen). 
 
Serumfreies Medium:  DMEM  500 ml 
    BSA   0,25 % (w/v) 
    HEPES  10 mM oder 20 mM 
  
Nach der Herstellung der Lösung wurde der pH-Wert auf 7,4 eingestellt und steril filtriert.  
 
 
2.4 Morphologie 
 
Die morphologische Untersuchung erfolgte durch fotografische Aufnahmen mit Hilfe einer 
Spiegelreflexkamera (Kontax), die an ein Lichtmikroskop (Axiovert, Zeiss) adaptiert 
wurde. Für die Durchführung dieser Versuche wurden die zu untersuchenden Zelllinien 
unter den gewählten Messbedingungen kultiviert und bei verschiedenen Beschleunigungen 
zentrifugiert. Anschließend wurden die zentrifugierten Zellen unter dem Mikroskop 
beobachtet und fotografiert.  
 
 
2.5 Proliferation  
 
Zu Beginn der Untersuchung wurden die zu untersuchenden Zelllinien, wie in Abschnitt 
2.3.1.1 beschrieben, kultiviert und unterschiedlich lange in einer modifizierten STATEX-
Zentrifuge bei 5 g zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde der Zellüberstand getrennt 
und die Zellen mit 0,25%iger Trypsinlösung trypsiniert. Anschließend erfolgte eine 
zweimalige Waschprozedur, um die restlichen Zellen aus den Kulturflaschen zu sammeln. 
Danach wurden die Zellen und die durch zweimalige Waschprozedur entstehende 
Suspension in Plastikröhrchen (Falcon) überführt und für 5 min bei 1200 rpm zentrifugiert. 
Der Überstand wurde entfernt und das Zellpellet zur Bestimmung der Zellzahl verwendet. 
Anschließend wurde das Präzipitat in PBS-Puffer resuspendiert, mit 4%igem Trypanblau 
angefärbt und für die Zellzahlbestimmung mit Hilfe einer Neubauerkammer eingesetzt. 
Zusätzlich konnte die Zellzählung durch den Coulter Counter erfolgen. Bei dieser Methode 
wurden die Zellen mit einem geeigneten Lösungsmittel (Isoton II) verdünnt und die 
Messung nach der Beschreibung des Herstellers durchgeführt. 
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2.6 Bestimmung der cGMP-Konzentration mittels Radioimmunoassay  
 
Der Radioimmunoassay (RIA) ist eine analytische Methode, bei der die Empfindlichkeit 
der radioaktiven Messung an die Spezifität der Antigen-Antikörper-Reaktion gekoppelt ist. 
Aufgrund dieser Spezifität reagiert ein Antikörper in der Regel nur mit einem bestimmten 
Antigen. Durch die vorteilhafte Kombination der Radioaktivität mit der Immunreaktion 
erhält man eine einfache, präzise und damit eine spezifische Bestimmungsmethode, mit 
deren Hilfe es möglich ist, die Substanzkonzentrationen im Bereich von Nano- oder sogar 
Pikogramm pro Milliliter zu bestimmen. Diese Methode zur Messung von Peptiden wurde 
von Yallow und Berson (1960) beschrieben. 
 
 
2.6.1 Vorbereitung der Proben 
 
Nach Ablauf der Zentrifugationsexperimente wurden zuerst die Zellkulturüberstände in 
vorbereitete Plastikröhrchen überführt, anschließend lyophilisiert und für die 
Konzentrationsbestimmung des extrazellulären cGMP durch RIA verwendet. Anschließend 
wurden die adhärenten Zellen mit 5%iger TCA zum Stoppen der Reaktion und zur 
Fixierung der Zellen beschichtet und mit Hilfe eines Zellschabers von der 
Zellkulturoberfläche abgelöst und für die Bestimmung des intrazellulären cGMP und des 
Proteingehaltes gesammelt. Um sämtliche intrazelluläre Stoffe zugänglich zu machen, 
wurde die Zellsuspension bei 15000 rpm für 15 min bei 4°C zentrifugiert und das 
Zellpellet von der wässrigen Phase getrennt. Die wässrige Phase wurde mit 
wassergesättigtem Diethylether extrahiert und anschließend lyophilisiert. Zur Bestimmung 
der extra- und intrazellulären cGMP-Konzentration der Proben durch RIA wurde das 
Lyophilisat in Probenpuffer wieder aufgenommen und verdünnt. Das sedimentierte 
Zellpellet wurde in 1N NaOH gelöst, über Nacht bei Raumtemperatur hydrolysiert und für 
die Protein-Bestimmung bei -20°C aufbewahrt.  
 
 
2.6.2 Durchführung des cGMP-Assays 
 
Die zur cGMP-Bestimmung ausgesuchten Proben wurden im Probenpuffer gelöst und mit 
einem Radioimmunoassay (Ivanova et al. 1990) bestimmt. Bei dieser Form des Assays 
konkurrieren eine definierte Menge an radioaktiv markiertem Antigen-cGMP (Tracer) und 
das zu bestimmende Antigen um eine definierte Menge Antikörper. Dieser Effekt wurde 
anhand einer Standardkurve dargestellt, bei der mit der steigenden Menge an zugesetztem 
Antigen die Menge der gebundenen radioaktiven Tracermoleküle sinkt. 
 
Für die Ermittlung der Standardkurve wurde mit einer Standard-Stammlösung von 32 nM 
cGMP eine Verdünnungsreihe mit Probenpuffer hergestellt. Als Kontrollen dienten die 1,5 
nM und 5,5 nM cGMP-Lösungen sowie NSB als  nichtspezifische Bindung (100 µM 
cGMP) und Bo-Probe, die nur Probenpuffer enthielt. Die Proben und die Standards wurden 
auf Mikrotiterplatten (Polypropylen-Immuno-Röhrchen und Aluminiumhalterung, Fa. 
Sarstedt) eingesetzt. Je 50 µl Probe bzw. Standard (0,125 bis 32 nM cGMP) wurden mit 50 
µl cGMP-Tracer und 50 µl Antikörpergemisch über Nacht bei 4°C inkubiert. Das 
Reaktionsgemisch wurde mit 250 µl 0,9% NaCl-Lösung gewaschen, anschließend 
zentrifugiert (10 min, 2200 g, 10°C) und der Überstand abgesaugt. Nach zweimaliger 
Wiederholung des Waschschrittes wurden die Röhrchen in die Counter-Racks überführt 
 
Material und Methoden    
 
 
28 
und die Radioaktivität im γ-Counter (Wallac, Finnland) gemessen. Die Proben-
konzentration wurde aus der Standardkurve in nM ermittelt. 
 
Probenpuffer (50 mM):  
 
Na-Acetat    0,1 % (w/v) 
NaN3     0,02 % (w/v)  
in aqua bidest. (pH = 4) 
 
 
1. Antikörper-Lösung (pH 7,4):  
 
Kaninchen-Anti-cGMP Antikörper in NaAc-Puffer (50 mM) + BSA (0,5%); 1:45000 
 
 
Antikörpergemisch (pH 7,4):    
  
1. Antikörper-Lösung   15 ml   
0,9%iges NaCl   14,625 ml  
2. Antikörper    375 µl   
Kaninchen-γ-Globulin  150 µl   
aqua bidest.     29,850 ml  
 
 
2.7 Bestimmung von cAMP durch Fluoreszenzimmunoassay 
 
Das Prinzip des Fluoreszenzimmunoassays (FIA) beruht, wie der RIA, auf der Fähigkeit 
der Komplexbildung zwischen Antigen und Antikörper und stellt einen kompetitiven 
Assay dar. Im Unterschied zum RIA wird hierbei jedoch kein radioaktiver Marker 
verwendet, sondern eine Quantifizierung des Antigen-Antikörper-Komplexes, die eine 
Markierung des Antigens mit fluoreszierenden Molekülen erlaubt. 
 
 
2.7.1 Durchführung des cAMP-Assays 
 
Der cAMP-FIA nutzt biotinyliertes cAMP in Ethanol abs. (1:10.000), das mit Europium-
Streptavadin markiert wird. Die Fluoreszenz des Europiums muss durch Zugabe einer 
Verstärker (Enhancement)-Lösung erhöht werden. Nach gepulster Anregung der zu 
messenden Substanzen durch Bestrahlung wird die Lichtenergie der Emission bei einer 
definierten niederenergetischeren Wellenlänge gemessen. Die Bestimmung der cAMP-
Konzentration erfolgte nach Dressendorfer et al. (1995). Zur Durchführung des FIA-
Assays wurde zuerst eine Standardkurve mittels cAMP-Natriumsalz und Probenpuffer in 
den Verdünnungsstufen 200 nM bis 1nM angefertigt. Des weiteren wurden wie bei dem 
cGMP-RIA zwei definierte Kontrollen mit 1,5 nM und 5,5 nM cAMP sowie eine NSB-
Probe mit 100 µM-Lösung zur Messung der unspezifischen Bindung und eine B0-Probe, 
die ausschließlich Probenpuffer enthielt, in den Assay eingebracht. Die Standards und die 
Proben wurden vor der Pipettierung mit Succinylierungsreagenz (Succinic-Anhydrid und 
Triethylamin) succinyliert, um eine bessere Bindung des Antikörpers und danach eine 
stärkere Reaktion zu erzielen. 
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Zu Beginn des Assays wurden die geeigneten Mikrotiterplatten (NUNC-Immuno plate) 
zuerst mit dem 2. Antikörper (Kaninchen-Anti-Ziege-Antikörper) und danach mit dem 
Absättigungspuffer beschichtet. Anschließend wurde der 1. Antikörper (Ziege-Anti-
cAMP-Antikörper) zugegeben und bei vorgeschriebenen Zeiten bei Raumtemperatur 
inkubiert. Nach erfolgter Plattenbeschichtung wurden dann Standards und Proben, sowie 
Tracer zu gleichen Teilen (je 100 µl/Trog) pipettiert und für weitere zwei Stunden 
inkubiert. Zur Verstärkung schwacher Signale wurde Europium-Streptavidin zugefügt und 
für 30 min bei Raumtemperatur geschüttelt. Nach den jeweiligen Inkubationen folgten 
Waschgänge mit 200 µl Waschpuffer. Im letzten Arbeitsgang wurde nun Verstärker-
Lösung hinzugefügt und die Platten erneut für 5 min auf dem Schüttler bei 
Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurde die Messung der Fluoreszenz mit einem 
Fluorometer durchgeführt.  
 
Die unterschiedlichen Puffer wurden wie folgt hergestellt: 
 
Probenverdünnungspuffer (pH 7,25): 
 
NaH2PO4.H2O/Na2HPO4.2 H2O 0,2 M 
BSA (Fraction V) 0,1 % (w/v) 
Thimerosal 0,025 % (w/v) 
Tween 20 0,1 % (v/v) 
 
 
Block-/Absättigungs-Puffer (pH 7,5): 
 
Tris/HCl-Puffer, pH 7,5 0,05 M 
BSA (Fraction V) 1 % (w/v) 
Thimerosal 0,05 % (w/v) 
 
 
Carbonatpuffer (pH 9,6):     
 
Na2CO3/ NaHCO3 50 mM 
 
 
Waschpuffer pH 4,5 (zwanzigfach konzentriert): 
 
NaCl 100 g 
KCl 4 g 
Na2HPO4.2H2O 28,8 g 
KH2PO4 4 g 
Tween 20 20 ml 
aqua bidest.  1 l 
 
Enhancer (Europium Fluoreszenz Assay): 
 
Stock x 100 (a) 0,1 %  
ProB x 10 (b) 10 %  
in aqua bidest. 
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a) Stock x 100: 
 Thenoyltrifluoroacetat  100 mM 
 Tri-N-octylphosphospioxid  10 mM 
 abs. Ethanol    2 % (v/v) 
 Triton X-100    20 % 
 in aqua bidest. 
 
b) ProB pH 3,15 (zehnfach konzentriert): 
 KHPhthalat     68 mM 
 in Eisessig  
 
 
Europium-Streptavidin:  
 
0,4 % in Glycerinpuffer 
 
 Glycerolpuffer (pH 7,5): 
 TRIS     3,03 g 
 Glycerin    200 g 
 NaN3     0,72 g 
 aqua bidest.    500 ml 
 
 
2.8 Bestimmung des zellulären Proteingehaltes nach Lowry 
 
Die quantitative Bestimmung der Proteine wurde nach der Methode von Lowry et al. 
(1951) durchgeführt. Das Prinzip dieser Methode beruht auf einer Farbreaktion mit Folin-
Ciocalteusu Phenol-Reagenz und Kupfersulfat. In alkalischer Lösung bildet sich ein 
Kupfer-Protein-Komplex. Dabei wird Cu2+ zu Cu+ reduziert, das dann mit Folin-Ciocalteus 
Phenol-Reagenz reagiert. Die resultierende tiefblaue Färbung wird bei 620 nm gemessen. 
Die Messung soll innerhalb einer Stunde erfolgen, da die Empfindlichkeit der Farbreaktion 
mit der Zeit verloren geht. 
 
 
2.8.1 Durchführung des Assays 
 
Die Melanozyten- und Melanomzelllinien wurden wie in Abschnitt 2.6.1 beschrieben 
vorbereitet. Dabei wurden die Zellen durch Zugabe von 1 ml 5%igem TCA fixiert und 
durch Zentrifugation bei 15000 rpm für 15 min sedimentiert. Das Präzipitat wurde in 1 N 
NaOH über Nacht hydrolysiert und mittels 0,8 N NaOH in geeigneter Weise verdünnt. Für 
die Eichkurve wurden aus BSA-Stammlösung mittels 0,8 N NaOH verschieden 
konzentrierte Ansätze (0, 50, 100, 150, 500, 750, 1000 µg/ml) hergestellt. Zur Ausführung 
des Proteinnachweises wurden pro Trog 20 µl BSA-Standard und Proteinprobe, 30 µl 0,8 
N NaOH und 150 µl Kupferreagenz (Carbonat treated copper) pipettiert und für 10 min bei 
Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurden 100 µl des auf 20% (w/v) mit aqua 
bidest. verdünnten Folin-Ciocalteus Phenolreagenz zugefügt und nach 30 min Inkubation 
die Absorption der Lösung im Photometer Anthos 2000 (Anthos Mikrosysteme GmbH, 
Krefeld, Deutschland) bei einer Wellenlänge von 620 nm gemessen. Die Färbung ist relativ 
instabil, daher musste darauf geachtet werden, dass die Proben innerhalb von 60 min 
vermessen wurden. 
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2.9 Bestimmung des Melaningehaltes 
 
Die Methode zur Bestimmung des Melaningehaltes wurde nach einem Verfahren von Lee 
et al. (1972) durchgeführt. Zuerst wurden die zu untersuchenden Zellen, wie in Abschnitt 
2.3.1.1 beschrieben, kultiviert und für 24 h bei 5 g zentrifugiert. Nach Beendigung der 
Zentrifugation wurden die Zellen mit 0,25%iger Trypsinlösung abgelöst und nach 
Bestimmung der Zellzahl mit 4%igem Trypanblau für 3 min bei 1500 rpm zentrifugiert. 
Der Überstand wurde verworfen und das Zellpellet, das nun 3x106 Zellen enthielt, in 500 
µl 2N NaOH aufgenommen und über Nacht bei -80°C inkubiert. Die Zellsuspension wurde 
am nächsten Tag gut homogenisiert und nach einer Inkubation von 2 h bei 90°C für 15 min 
bei 15000 rpm zentrifugiert. Zugleich wurde mit 1mg/1ml Melanin eine Standardlösung 
für die Ermittlung der Standardkurve angefertigt. Die Messung der Absorption erfolgte 
anschließend in einem Spektrophotometer bei 400 nm. Der Melaningehalt wurde aus der 
Standardkurve ermittelt und in µg pro 106 Zellen angegeben. 
 
 
2.10 Bestimmung der Nitrite durch Griess-Reaktion 
 
Die Bestimmung der Nitrite, stabiler NO-Oxidationsprodukte, erfolgte spektro-
photometrisch durch Griess-Reaktion nach einem Verfahren von Ding et al. (1988). Der 
Assay wurde mit dem Überstand der untersuchten Zelllinien nach 24 stündiger 
Zentrifugation bei 5 g mit Griess Reagentien (Sulfanilamid, HCl, und N-(1-naphthyl)-
ethylendiamin (NED)) durchgeführt. Bei diesem Verfahren zur Messung des totalen NO-
Oxidationsproduktes muss zuerst NO3- mit NADH-abhängiger Nitrat-Reduktase zur NO2- 
reduziert werden, das im sauren Milieu zur Diazotierung von Sulfonilamid führt. Durch 
Kopplung dieses Produktes mit NED entsteht ein Azofarbstoff, der anschließend bei 540 
nm photometrisch gemessen werden kann. Die Nitrit-Konzentration wurde mit Hilfe einer 
Standardlösung, die aus 100 µM NaNO2- erstellt wurde, ermittelt.  
 
 
2.11 Bestimmung von mRNA-Expression 
 
Zur Bestimmung der Expression von mRNA musste zuerst unter RNasefreien 
Bedingungen RNA aus den untersuchten Zellen isoliert und anschließend durch die 
Reverse Transkriptase (RT) und die Polymerasekettenreaktion (englisch: polymerase chain 
reaktion (PCR)) analysiert werden. Wesentliche Voraussetzung für die Durchführung von 
RT-PCR ist die Auswahl der Primer, die eine Reihe von Anforderungen erfüllen müssen.  
 
 
2.11.1 Isolierung von RNA aus Zelllinien 
 
Die Isolierung von RNA wurde mit einem RNeasy-Kit der Firma Qiagen (Hilden) 
durchgeführt. Die Isolierung erfolgte nach der Beschreibung des Herstellers, jedoch 
wurden die eingesetzten Volumina des gelieferten Puffers mit der Anzahl der zu 
messenden Zellen abgestimmt. Die Zellen wurden, wie im Abschnitt 2.3.1.1 beschrieben, 
vorbereitet und für 24 h bei 5 g zentrifugiert. Vor Beginn der Isolierung musste jedoch 
zuerst das Medium komplett entfernt werden, bevor es anschließend mit Lyse-Puffer 
(RLT) mit Zusatz von 2-Mercaptoethanol lysiert werden konnte. Die unvollständige 
Entfernung des Überstandes führte zur Inhibierung der Lyse, was die Bindung der RNA an 
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die RNeasy-Membran beeinflussen könnte. Nach dem Transfer des Lysats in ein 
Zentrifugenröhrchen erfolgte ein Homogenisierungsprozess, der anhand einer QIAsherer-
Säule (Qiagen, Hilden) durchgeführt wurde. Um eine selektive Bindung der RNA an die 
RNA-Säule zu erreichen, wurde dem homogenisierten Lysat 70% Ethanol zugefügt und 
resuspendiert und anschließend auf die RNA-Säule aufgetragen. Niedermolekulare 
Substanzen wurden mit RW1-Puffer und RPE-Puffer (Qiagen-Kit) gespült und nach jedem 
Waschschritt bei 10000 rpm (Tischzentrifuge) zentrifugiert. Nach dreimaligen 
Waschschritten wurde die RNA mit Rnasefreiem H2O in einem sterilen und Rnasefreien 
Röhrchen eluiert und bei -80°C für die weitere Bestimmung aufbewahrt. 
 
 
2.11.2 Photometrische Bestimmung von RNA 
 
Die Konzentrationsbestimmung der RNA basiert auf dem Absorptionsmaximum der 
Nukleinsäuren bei 260 nm, für das die aromatischen Ringe der Basen verantwortlich sind. 
Die Messung der Absorption wurde photometrisch in einem Spektrophotometer in 
Quarzküvetten, die das UV-Licht nicht absorbieren, durchgeführt.  
 
Vor der Messung wurde jedoch die isolierte RNA mit 0,1% Diethylpyrocarbonat (DEPC) 
verdünnt und die Absorption bei 260 nm und zusätzlich bei 280 nm gemessen. Dabei 
wurde davon ausgegangen, dass 1 OD260 (optische Drehung bei 260 nm) 40 µg/ml RNA 
entsprechen. Durch die Bestimmung des Verhältnisses der Absorption sowohl bei 260 nm 
als auch bei 280 nm ließ sich die Reinheit einer Nukleinsäurelösung abschätzen. Die 
Berechnung der RNA-Konzentration erfolgte nach dem Absorptionsgesetz.  
 
 
2.11.3 Reverse Transkription 
 
Durch die reverse Transkription wurde die mRNA durch eine RNA-abhängige DNA-
Polymerase in komplementäre DNA (cDNA) umgeschrieben und als Template für die Taq-
Polymerase, eine DNA-abhängige DNA-Polymerase, in der Polymerasekettenreaktion 
eingesetzt. 
 
Vor der Durchführung der reversen Transkription musste jedoch zuerst ein RNA-Verdau 
durchgeführt werden, um die Spuren genomischer DNA zu entfernen. Dazu wurde 1 µl 
Rnasefreie DNase Ι (10 units) zu 2 µM totaler RNA hinzugefügt und bei 37°C für 30 min 
inkubiert. Nach Beendigung dieses Prozesses erfolgte die reverse Transkription, bei der die 
totale RNA in Pufferlösung und 200 µM dNTP (2’-Deoxynukleotid 5’ Triphosphat) durch 
Superscript II RNase H-Reverse Transkriptase (10 units) in cDNA umgeschrieben wurde.  
 
 
2.11.4 Polymerasekettenreaktion 
 
Die PCR ist eine Methode zur Amplifikation beliebiger Nukleinsäureabschnitte. Bei 
diesem Verfahren wird die DNA in ihre Einzelstränge denaturiert und im Anschluss daran 
der geeignete Primer angelagert (Annealing). Nach diesem Schritt konnte die Region 
zwischen den Primern mit einer DNA-Polymerase und mit den verschiedenen 
Nukleotidbausteinen synthetisiert werden. Dieser Zyklus von Denaturierung, Annealing 
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und DNA-Synthese wurde beliebig je nach verwendetem Primer und gesuchtem DNA-
Fragment wiederholt. 
 
Zur Durchführung der PCR in humanen 1F6- und BLM-Zellen für die Analyse der 
löslichen GC (GC-α, GC-β) und partikulären GC-A und GC-B in unserer Untersuchung 
wurde die totale RNA, die durch RT in cDNA transkribiert wurde, eingesetzt (Ivanova et 
al. 2001). Dabei wurden 2 µl cDNA zu dem sogenannten Mastermix zugefügt, der aus Gen 
20 pmol spezifischem Primer 200 µm von jedem Nukleotid (dNTP) und HotStarTaq DNA-
Polymerase (2,5 units) unter Zusatz von Q-Solution und PCR-Puffer (Qiagen-Kit) 
zusammengesetzt ist. Die folgende spezifische Primer wurden verwendet: sGC-α3-
Untereinheit, 5’-AACGAGTCTTCAGAGGAGG-3’ (Sense) und 5’-AGAAGGGTACT 
GAAGCTGT-3’ (Antisense); sGCβ3-Untereinheit, 5’-CGTGTCCTGGGCTCTAA-3’ 
(Sense) und 5’-ACCACTAGGTCCCGGTC-3’ (Antisense) (Zabel et al. 1998); GC-A-
Untereinheit, 5´-CAAGCGCTCATGCTCTACCGCCTAC-3´ (Sense) und 5´-GATGTTCT 
CCCCATCAGTAACAGTTC-3´( Antisense) und GC-B-Untereinheit 5’-GAGACGATTG 
GGGATGCTTA-3’ (Sense), 5’-TTGGTGGTAGAGGAGAGATGGAT-3’ (Antisense) 
(Dr. Hirsch, westfälische Wilhelm-Universität Münster). Die PCR-Amplifikation wurde 
zunächst mit einer Temperaturerhöhung auf 93°C zur Denaturierung der DNA in ihre 
Einzelstränge gestartet. Anschließend erfolgte die Anlagerung des Primers (Annealing), 
wozu der Reaktionsansatz auf 57°C abgekühlt wurde. Nach dem Annealing wurde die 
Temperatur wieder auf 72°C erhöht. Diese Temperatur stellt ein Aktivitätsoptimum der 
verwendeten Taq DNA-Polymerase dar und gewährleistet die schnelle Extension der 
Primer. Im nächsten Schritt wurde die Temperatur auf 93°C erhöht, um die DNA wieder in 
ihre Einzel Stränge zu zerlegen. Da im Idealfall nur die neu entstehenden Abschnitte 
doppelsträngig vorliegen, reichte ab dem zweiten Zyklus eine wesentlich kürzere 
Zeitspanne zur vollständigen Denaturierung (1 min). Die Reaktion wurde nach 30-40 
Zyklen mit einer finalen Extension für 9 min abgeschlossen.  
 
 
2.11.5 Gelelektrophorese 
 
Die Auftrennung der Nukleinsäuren und Proteine erfolgte mit Hilfe einer horizontalen 
Agarose-Gelelektrophorese, wobei Grad der Wanderung der Fragmente nach ihrer Größe 
von der Dauer der Elektrophorese und der Konzentration des Agarose-Gels abhängig ist 
(Sambrook et al. 1989).  
 
Zur Herstellung von 1%igem Agarose-Gel wurde zuerst Tris-Borat-Elektrophorese (TBE)-
Puffer zu der Agarose gegeben und zur vollständigen Auflösung in der Mikrowelle 
gekocht. Das Gel wurde dann auf 50°C abgekühlt und in eine Elektrophorese-Kammer 
gegossen. Nach dem Trocknen des Gels wurde die Gelkammer mit 1xTBE-Puffer gefüllt. 
Anschließend wurde das Gel mit den DNA-Proben und DNA-Markern (100 bp) beladen, 
die je nach Größe des Gels mit DNA-Ladepuffer vorbereitet waren. Die Elektrophorese 
wurde zuerst für 5 min mit 65 Volt und danach mit 85 Volt bei 150 mA durchgeführt. 
Nach der Gelelektrophorese wurde das Gel durch eine Ethidiumbromid-Lösung 
(0,1mg/ml) für 15 min gefärbt und anschließend für 5 min wieder in die Elektrophorese-
kammer zum Entfärben zurückgelegt. Die DNA im Gel konnte nun unter UV-Licht bei 320 
nm visualisiert und mit der Fotoeinrichtung MP-4 (Polaroid, Cambridge, Laborgeräte, 
Reutlingen) fotografiert und als Schwarzweißfoto dokumentiert werden. 
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Probenladepuffer: 
 
 Glycerin 100%  5,0 ml    
 TRIS 100 mM  1,0 ml    
 EDTA 500 µM  0,2 ml   
 Bromphenolblau  25 mg   
 steriles H2O   10 ml 
 
 
2.12 Statistische Auswertung der Daten 
 
Unter definierten Messbedingungen wurden für jedes Experiment 2-4 unabhängige 
Versuchsreihen durchgeführt. Innerhalb dieser Versuchsreihen wurden jeweils 3-5 
Zellkulturflaschen pro Kontrolle bzw. Probe verwendet, die als Duplikat oder Triplikat 
gemessen wurden. Bei der Auswertung wurde festgestellt, dass die gemessenen Werte sich 
voneinander trotz definierter Zellzahl bei der Subkultivierung unterscheiden. Um diese 
Differenzen auszugleichen, wurden die durch Counter gemessenen cAMP- und cGMP-
Konzentrationen, die aus der Standardkurve ermittelt wurden, auf die Proteinkonzentration 
normiert und in pmol/mg Protein angegeben. Die Ergebnisse wurden mit statistischen 
Standard-verfahren als Mittelwert ±SEM aus der Anzahl der Experimente ermittelt und 
mittels Student’s t-test auf Signifikanzen überprüft. Das Signifikanzniveau wurde auf 
p<0,05 festgelegt. 
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3 Ergebnisse 
 
 
3.1 Optimierung der Versuchsbedingungen 
 
Die Untersuchung der Effekte von Hypergravitation auf humane Melanozyten und 
Melanomzellen mit unterschiedlichem Metastasierungspotential wurde mit Hilfe einer 
modifizierten STATEX-Zentrifuge ermöglicht. In unseren Zentrifugationsexperimenten 
bei verschiedenen Zeiten und unterschiedlichen Bescheunigungen bis 9 g wurden zum 
ersten Mal in vitro Modellsysteme etabliert, die eine annähernd optimale Bedingung für 
die Zellen während der Zentrifugation gewährleisten. Die Durchführung der Versuche und 
die Berechnung der Umdrehungen sowie der Zusammenhang zwischen der gewünschten 
Gesamtbeschleunigung und dem damit notwendigen Neigungswinkel sind im Abschnitt 
2.3.1.3 ausführlich beschrieben. Zusätzlich zu den Parametern für das Zentrifugieren 
wurden die physiologischen Bedingungen, z.B der pH-Wert des Mediums während des 
Versuches, optimiert. So wurde sichergestellt, dass das Medium durch Zusatz von 10 mM 
HEPES nach der Zentrifugation annähernd die erforderlichen physiologischen 
Bedingungen für die Durchführung der Experimente aufweist. 
 
 
3.2 Phosphodiesteraseinhibitor (IBMX) 
 
Zur Untersuchung des cGMP in unseren Zentrifugationsexperimenten musste zusätzlich 
berücksichtigt werden, dass intrazelluläres cGMP durch Hydrolyse mittels PDE abgebaut 
werden kann. Aus diesem Grund wurden zu den untersuchten Zellen vor der Durchführung 
des Experimentes PDE-Inhibitoren (IBMX) hinzugefügt und die Konzentration dieser 
Inhibitoren optimiert. 
 
 
3.2.1 cGMP-Konzentration 
 
Zunächst wurden mit den verschiedenen Zellarten eine Reihe von Versuchen in Gegenwart 
von 100 und 500 µM IBMX durchgeführt. Die intra- und die extra-zelluläre Konzentration 
des zyklischen GMP wurde durch Radioimmunoassay (RIA) bestimmt. Die cGMP-
Konzentration wurde nach Messung des Protein-gehaltes durch die Lowry-Methode in 
pmol/mg Protein angegeben. In den Abbildungen 3.1 und 3.2 ist die cGMP-Konzentration 
bei 5 g im Vergleich zu Kontrollen bei 1 g dargestellt. In den nichtmetastasierenden 1F6-
Zellen konnte durch Hypergravitation eine signifikante Abnahme der intrazellulären 
cGMP-Konzentration in Anwesenheit von 100 µM und von 500 µM IBMX im Vergleich 
zu Kontrollen ohne IBMX nachgewiesen werden (Abbildung 3.1A). Zugleich zeigten diese 
Zellen eine deutliche Erhöhung der extrazellulären Konzentration von cGMP (Abbildung 
3.1B).  
 
Tabelle 3.1 stellt die intrazelluläre und extrazelluläre cGMP-Konzentration in 1F6-Zellen 
bei verschiedenen Konzentrationen von IBMX dar, die sich auf den Mittelwert von 3 
Versuchen beziehen. 
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Tabelle 3.1:     cGMP-Konzentration in 1F6-Zellen 
 
 
Beschleunigung Ohne PDE-Inhibitor 100 µM IBMX 500 µM IBMX 
  
 g [pmol/mg Protein] 
 
intrazellulär 1 1,41 ± 0,10  1,55 ± 0,11 1,44 ± 0,17 
 5 1,42 ± 0,05 0,94 ± 0,10 1,12 ± 0,13 
 
extrazellulär 1 1,18 ± 0,06 1,35 ± 0,09 2,68 ± 0,20 
 5 1,18 ± 0,09 1,81 ± 0,11 2,96 ± 0,24 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3.1: Intra- (A) und extrazelluläre (B) cGMP-Konzentration in 1F6-Zellen in Anwesenheit 
verschiedener Konzentrationen von IBMX bei 5 g für 24 h im Vergleich zu Kontrollen bei 
1 g (n=4-8, P< 0,05). 
 
 
Unter gleichen Bedingungen wurden die Zentrifugationsexperimente in hoch-
metastasierenden BLM-Zellen durchgeführt. Die Ergebnisse in diesen Zellen zeigten im 
Vergleich zu 1F6-Zellen keine signifikante Veränderung der cGMP-Konzentration. 
Allerdings konnte in diesen Zellen eine Verdoppelung der extrazellulären im Vergleich zur 
intrazellulären Konzentration festgestellt werden.  
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Tabelle 3.2 zeigt die cGMP-Konzentration in BLM-Zellen in Gegenwart von 100 und 500 
µM IBMX an. Es sind die Mittelwerte aus 3 Experimenten, die in Abbildung 3.2 graphisch 
dargestellt sind.  
 
 
Tabelle 3.2: cGMP-Konzentration in BLM-Zellen 
 
 
Beschleunigung Ohne PDE-Inhibitor 100 µM IBMX 500 µM IBMX 
  
 g [pmol/mg Protein] 
 
intrazellulär 1 1,71 ± 0,11 1,86 ± 0,09 1,72 ± 0,12 
 5 1,71 ± 0,05 1,88 ± 0,13 1,73 ± 0,13 
 
extrazellulär 1 3,26 ± 0,21 3,31 ± 0,20 3,39 ± 0,21 
 5 3,31 ± 0,09 3,31 ± 0,21 3,41 ± 0,22 
 
 
 
   
 
Abbildung 3.2: Effekte von Hypergravitation auf intra- (A) und extrazelluläre (B) cGMP-Konzentration in 
BLM-Zellen in Anwesenheit verschiedener Konzentrationen von IBMX nach 24 h 
Zentrifugation bei 5 g im Vergleich zu Kontrollen bei 1 g (n=7-11, P< 0,05). 
 
 
Basierend auf den absoluten Werten wurden die intra- und extrazellulären 
Konzentrationsänderungen von cGMP durch Hypergravitation in nichtmetastasierenden 
1F6- und hochmetastasierenden BLM-Zellen prozentual in der Abbildung 3.3 dargestellt. 
Bei diesen Ergebnissen konnte eine 44%ige Abnahme der intrazellulären cGMP-
Konzentration in 1F6-Zellen nach einer Zentrifugationszeit von 24 h bei 5 g im Vergleich 
zu Kontrollen bei 1 g in Anwesenheit von 100 µM IBMX nachgewiesen werden (1 g: 
110%, 5 g: 66%), während bei einer Konzentration von 500 µM IBMX nur eine 24%ige 
Reduktion beobachtet wurde (1g: 103%, 5 g: 79%). Gleichzeitig zeigen diese Zellen unter 
gleichen Bedingungen eine Erhöhung der extrazellulären Konzentration bis zu 40% (1 g: 
115%, 5 g: 155%) in Gegenwart von 100 µM IBMX. Dies beträgt allerdings nach 
Inkubation von 500 µM IBMX nur 23% (1 g: 227%, 5 g: 250%). In metastasierenden 
BLM-Zellen konnte dagegen keine signifikante Veränderung durch Hypergravitation 
beobachtet werden.  
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Abbildung 3.3: Effekte von Hypergravitation auf intra- (A) und extrazelluläre (B) cGMP-Konzentration in 
nichtmetastasierdenen 1F6- und hochmetastasierenden BLM-Zellen bei 5 g für 24 h im 
Vergleich zu Kontrollen bei 1 g in Gegenwart verschiedener Konzentrationen von IBMX. 
Die hypergravitationsinduzierte Veränderung der zellulären cGMP-Spiegel wird als 
prozentuale Differenz zwischen den cGMP-Werten bei 1 und 5 g angegeben.  
 
 
 
3.2.2 cAMP-Konzentration 
 
Um zu überprüfen, ob erhöhte Beschleunigung in Anwesenheit von IBMX auch eine 
Veränderung der cAMP-Spiegel bewirkt, wurde in verschiedenen Zellarten zusätzlich die 
cAMP-Konzentration mittels Fluoreszenzimmunoassay (FIA) gemessen. Bei den 
Untersuchungen von 1F6-Zellen konnte bei 1 g in Anwesenheit von 100 µM IBMX eine 
Erhöhung der intrazellulären (bis zu 113%) und der extrazellulären cAMP-Konzentration 
(bis zu 560%) im Vergleich zu Kontrollen ohne IBMX festgestellt werden, die sich 
allerdings nach Hyper-g (5 g, 24 h) auf das 1,6fache erhöhten (intrazellulär: 185%, 
extrazellulär: 848%). Diese Daten sind in der Tabelle 3.3 aus Mittelwerten von 3 
Versuchsreihen ermittelt und in Abbildung 3.4 dargestellt.  
 
 
Tabelle 3.3:     cAMP -Konzentration in 1F6-Zellen 
 
 
Beschleunigung Ohne PDE-Inhibitor 100 µM IBMX  
 
g [pmol/mg Protein] 
 
intrazellulär 1  7,03 ± 0,36 7,96 ± 0,94 
 5 7,20 ± 0,80 13,31 ± 1,24 
 
extrazellulär 1 2,91 ± 0,36 16,26 ± 2,09 
 5 3,02 ± 0,43 25,59 ± 2,96 
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Abbildung 3.4: Effekte von Hypergravitation auf intra- (A) und extrazelluläre (B) cAMP-Akkumulation in 
1F6-Zellen bei 5 g für 24 h verglichen mit Kontrollen bei 1 g in An- und Abwesenheit von 
IBMX (n=5-10, P< 0,05). 
 
 
Zusätzlich wurden noch die Effekte der erhöhten Beschleunigung auf die cAMP-
Konzentration in hochmetastasierenden BLM-Zellen untersucht. Abbildung 3.5 zeigt einen 
direkten prozentualen Vergleich der cAMP-Konzentration der untersuchten Zellen, bei der 
die intrazelluläre Konzentrationserhöhung dieses zyklischen Nukleotids in 1F6-Zellen in 
Anwesenheit von 100 µM IBMX von 44% bei 2 g (1 g: 115%, 2 g: 159%) und von 72% 
bei 5 g (1 g: 113%, 5 g: 185%) zu erkennen sind, während in hochmetastasierenden BLM-
Zellen keine signifikante Veränderung nachgewiesen werden konnte.  
 
 
Tabelle 3.4: Intrazelluläre cAMP-Konzentration in 1F6-Zellen 
 
 
Beschleunigung Ohne PDE-Inhibitor 100 µM IBMX  
 
 g   [pmol/mg Protein] 
 
1F6-Zellen 1  2,28 ± 0,08 2,61 ± 0,10 
 2 2,29 ± 0,07 3,64 ± 0,13 
 
BLM-Zellen 1 1,56 ± 0,10 1,75 ± 0,03 
 2 1,57 ± 0,14 1,80 ± 0,07 
 
 1 1,11 ± 0,07 1,70 ± 0,12 
 5 1,11 ± 0,06 1,72 ± 0,12 
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Abbildung 3.5: Effekte von Hypergravitation auf die intrazelluläre cAMP-Akkumulation in 1F6- und 
BLM-Zellen bei verschiedenen Beschleunigungen (2 und 5 g) im Vergleich zu Kontrollen 
bei 1 g in Anwesenheit von IBMX. Die durch Hyper-g induzierte Veränderung der 
intrazellulären cAMP-Spiegel wird als prozentuale Differenz zwischen cAMP-Werten bei 
1 und 2 bzw. 5 g ermittelt (n=5-10, P< 0,05). 
 
 
Anhand der mit diesen Zellen gewonnenen Ergebnisse, die deutliche Veränderungen von 
cGMP- und cAMP-Konzentrationen in Anwesenheit von 100 µM IBMX erbrachten, 
wurden die folgenden Versuche mit einer Inkubation in 100 µM IBMX durchgeführt. 
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3.3 Morphologische Charakterisierung 
 
Die morphologische Untersuchung der humanen Melanozyten und Melanomzellen erfolgte 
nach Zellexpansion in geeigneten Zellkulturflaschen, die für 24 h einer Beschleunigung 
von 5 g ausgesetzt wurden. Eine Betrachtung dieser Zellen im Mikroskop ist in Abbildung 
3.6 dargestellt. In keiner der untersuchten Zellen wurden morphologische Veränderungen 
im Vergleich zu Kontrollen bei 1 g festgestellt.  
 
normale Melanozyten
         (Mf9420)
 
 
 
nichtmetastasierende Melanomzellen
                  (1F6-Zellen)
 
 
 
hochmetastasierende Melanomzellen
                 (BLM-Zellen)
 
 
1 g 5 g 
 
Abbildung 3.6: Morphologische Darstellung der untersuchten humanen Zellen nach 24 h im Vergleich zu 
Kontrollen bei 1 g. 
 
 
 
3.4 Proliferation und Überlebensrate unter verschiedenen Gravitationsbedingungen 
 
Um den möglichen Einfluss von Hypergravition auf die Proliferation und das Überleben 
der Zellen während der Inkubation in der Zentrifuge zu untersuchen, wurden die 
eingesetzten Zellen vor und nach Zentrifugation gezählt. Zur Quantifizierung derjenigen 
Zellen, die eine Zentrifugation unbeschadet überstehen konnten, wurde unter den 
gewählten Messbedingungen eine definierte Zellzahl in einer geeigneten Kulturflasche 
kultiviert. Die Zellzählung erfolgte anschließend nach Zentrifugation für 6, 12, 24 h bei 5 g 
mit Hilfe einer Neubauerkammer mit 4%igem Trypanblau (siehe Abschnitt 2.5). Dabei 
wurde festgestellt, dass die Überlebensrate sowohl von 1F6 als auch von BLM-Zellen nicht 
durch Hypergravitation beeinflusst wurde und die Zellen unter verschiedenen 
Gravitationsbedingungen keine signifikanten Unterschiede im Vergleich zu Kontrollen bei 
1 g zeigen (Abbildung 3.7 und 3.8). 
 
Ergebnisse   
42 
  
   
Abbildung 3.7: Darstellung prozentualer Überlebensrate in 1F6-Zellen bei 5 g nach 24 h Zentrifugation im 
Vergleich zu Kontrollen bei 1 g. 
 
 
  
 
Abbildung 3.8: Darstellung prozentualer Überlebensrate in BLM-Zellen bei 5 g nach 24 h Zentrifugation 
im Vergleich zu Kontrollen bei 1 g. 
 
 
 
3.5 Effekte von Hypergravitation auf die Anheftungseffizienz 
 
Da bei diesen Zentrifugationsexperimenten adhärente humane Melanomzellen verwendet 
wurden, die sich nach der Kultivierung an der Zellkulturoberfläche anheften und 
Hypergravitation als mechanischer Stress auf den Zustand dieser Zellen wirken könnte, 
wurde zusätzlich die Anzahl der noch adhärenten und der in der Suspension befindlichen 
Zellen miteinander verglichen und in der Tabelle 3.5 für nichtmetastasierende 1F6-Zellen 
und in der Tabelle 3.6 für hochmetastasierende BLM-Zellen aufgeführt. 
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Tabelle 3.5: Adhärente 1F6-Zellen in % 
 
 
Beschleunigung 6 h 12 h  24 h 
 
Ohne ODE-Inhibitor 1  93 93  92 
 5 91 93  95 
 
100 µM IBMX 1 94 94  94 
 5 94 94  94 
 
 
 
 
Tabelle 3.6: Adhärente BLM-Zellen in % 
 
 
Beschleunigung 6 h 12 h  24 h 
 
Ohne ODE-Inhibitor 1  96 96  93 
 5 96 96  93 
 
100 µM IBMX 1 96 96  92 
 5 97 95  91 
 
 
 
Die Ergebnisse bei diesen Untersuchungen zeigten, dass durch Hyper-g in den 
entsprechenden Zellen keine Veränderung der Anheftungseffizienz erzeugt wurde und die 
Zellen sich nahezu zu 100% in gutem Zustand befanden. 
 
 
 
3.6 Effekte von Hyper-g auf cGMP- und cAMP-Spiegel bei unterschiedlichen 
Zentrifugationszeiten 
 
Die Untersuchungsergebnisse der verschiedenen metastasierenden Zellen, die zunächst 
über 24 h Inkubationszeit in der Zentrifuge beobachtet wurden, zeigen, dass erhöhte 
Beschleunigung eine Reduktion der intrazellulären und eine Steigerung der extrazellulären 
cGMP-Konzentration in 1F6-Zellen in Gegenwart von IBMX bewirkt hat. Mit der 
Fragestellung, ob die erhöhte Gravitation in diesem Modellsystem bei anderen 
Einwirkzeiten auch eine Veränderung hervorruft, wurden weitere Kurzzeit- und Langzeit-
Experimente durchgeführt. 
 
 
3.6.1 Kurzzeit-Hypergravitation 
 
Die Durchführung der Kurzzeit-Hypergravitationsexperimente erfolgte mit entsprechenden 
1F6- und BLM-Melanomzellen, die für 3, 10 und 30 min in Anwesenheit von 100 µM 
IBMX bei 5 g in einer modifizierten STATEX-Zentrifuge zentrifugiert wurden. Als 
Kontrollen galten die gleichbehandelten Zellen bei 1 g. Dabei konnten keine 
Konzentrationsveränderungen von intrazellulären cGMP und cAMP sowohl in nicht-
metastasierenden als auch in hochmetastasierenden Melanomzellen ermittelt werden, die 
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auf einen Kurzzeiteffekt von Hypergravitation zurückzuführen wären (Tabellen 3.7 und 
3.8, Abbildungen 3.9 und 3.10). 
 
 
Tabelle 3.7: Intrazelluläre cGMP-Konzentration in verschiedenen Zellen 
 
 
Beschleunigung 3 min 10 min 30 min 
  
 g [pmol/mg Protein] 
 
1F6-Zellen 1 1,15 ± 0,06 1,24 ± 0,06 1,31 ± 0,12 
 5 1,24 ± 0,08 1,31 ± 0,07 1,49 ± 0,17 
 
BLM-Zellen 1 1,29 ± 0,11 1,17 ± 0,09 0,94 ± 0,12 
 5 1,30 ± 0,09 1,17 ± 0,13 0,96 ± 0,13 
 
 
 
Tabelle 3.8: Intrazelluläre cAMP-Konzentration in verschiedenen Zellen 
 
 
Beschleunigung 3 min 10 min 30 min 
  
 g [pmol/mg Protein] 
 
1F6-Zellen 1 0,48 ± 0,03 0,66 ± 0,04 0,58 ± 0,06 
 5 0,55 ± 0,02 0,71 ± 0,05 0,62 ± 0,06 
 
BLM-Zellen 1 0,52 ± 0,03 0,49 ± 0,09 0,35 ± 0,03 
 5 0,56 ± 0,03 0,51 ± 0,02 0,38 ± 0,02 
 
 
 
 
    
Abbildung 3.9: Effekte der Kurzzeitzentrifugation auf intrazelluläre cGMP-Konzentration in 1F6- (A) und 
BLM-Zellen (B) in Anwesenheit von 100 µM IBMX bei 5 g im Vergleich zu Kontrollen 
bei 1 g (n=5-9). 
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Abbildung 3.10: Effekte der Kurzzeitzentrifugation auf die intrazelluläre cAMP-Konzentration in 1F6- (A) 
und BLM-Zellen (B) in Anwesenheit von IBMX bei 5 g im Vergleich zu Kontrollen bei 1 g 
(n=6-10). 
 
 
In Abbildung 3.11 sind die intrazellulären cAMP- und cGMP-Konzentrationen bei 5 g im 
Vergleich zu 1 g prozentual dargestellt. Es konnten keine Veränderungen dieser zyklischen 
Nukleotide in den beiden Zellarten im Vergleich zu Kontrollen bei 1 g festgestellt werden.  
 
 
 
 
Abbildung 3.11: Prozentuale Darstellung der Effekte von Kurzzeit-Hypergravitation bei 5 g auf die cGMP- 
(A) und cAMP-Konzentration (B) in nichtmetastasierenden 1F6- und metastasierenden 
BLM-Zellen in Anwesenheit von IBMX im Vergleich zu Kontrollen bei 1 g.  
 
 
 
3.6.2 Langzeit-Hypergravitation 
 
Zusätzlich zur Kurzzeit-Hypergravitation wurden noch Versuche zur Wirkung von 6, 12 
und 24 h Hypergravitation auf 1F6-Zellen durchgeführt. In den Abbildungen 3.12 und 3.13 
sind die cGMP-Werte bei 5 g für diese Zeiten im Vergleich zu Kontrollen bei 1 g 
dargestellt. Durch Vergleich der cGMP-Konzentrationen erkennt man eine signifikante 
Abnahme der intrazellulären und eine Zunahme der extrazellulären cGMP-Konzentration 
für 12 und 24 h in Anwesenheit von IBMX im Verhältnis zu den Kontrollen bei 1 g 
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(Abbildung 3.12B, 3.12C und 3.13B, 3.12C). Nach 6 h Zentrifugation ließen sich noch 
keine eindeutigen Veränderungen durch Hyper-g nachweisen (Abbildungen 3.12A und 
3.13A).  
 
Die Tabellen 3.9 und 3.10 präsentieren die intra- und extrazellulären cGMP-Spiegel in 
1F6-Zellen nach einer unterschiedlichen Inkubationszeit (6, 12 und 24 h) bei 5 g. Die 
Daten beziehen sich auf 3 Versuchsreihen, die in den Abbildungen 3.12 und 3.13 graphisch 
dargestellt sind. 
 
 
Tabelle 3. 9: Intrazelluläre cGMP-Konzentration in 1F6-Zellen 
 
 
Zeit Beschleunigung Ohne PDE-Inhibitor 100 µM IBMX  
 
 g   [pmol/mg Protein] 
 
 6 1 0,96 ± 0,06 1,00 ± 0,13 
 5 0,90 ± 0,07 0,98 ± 0,11 
 
 12 1 1,35 ± 0,07 1,40 ± 0,05 
 5 1,38 ± 0,07 1,14 ± 0,11 
 
 24 1 1,16 ± 0,09 1,40 ± 0,08 
 5 1,16 ± 0,05 0,90 ± 0,07 
 
 
 
 
  
 
Abbildung 3.12: Veränderung der intrazellulären cGMP-Akkumulation in 1F6-Zellen nach einer Langzeit-
Zentrifugation für 6 (A), 12 (B) und 24 h (C) bei 5 g im Vergleich zu Kontrollen bei 1 g in 
An- und Abwesenheit von IBMX (n=7-15, P< 0,05).  
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Tabelle 3. 10: Extrazelluläre cGMP-Konzentration in 1F6-Zellen 
 
 
Zeit Beschleunigung Ohne PDE-Inhibitor 100 µM IBMX  
 
 g   [pmol/mg Protein] 
 
 6 1 0,97 ± 0,09 1,07 ± 0,07 
 5 0,99 ± 0,06 1,15 ± 0,09 
 
 12 1 1,03 ± 0,09 1,07 ± 0,06 
 5 1,08 ± 0,07 1,41 ± 0,06 
 
 24 1 1,16 ± 0,10 1,53 ± 0,09 
 5 1,16 ± 0,08 1,98 ± 0,15 
 
 
 
 
  
 
Abbildung 3.13: Konzentrationsveränderung der extrazellulären cGMP-Konzentration in 1F6-Zellen nach 
einer Langzeit-Zentrifugation für 6 (A), 12 (B) und 24 h (C) bei 5 g im Vergleich zu 
Kontrollen bei 1 g in An- und Abwesenheit von IBMX (n=9-15, P< 0,05). 
 
 
Ein Vergleich der prozentualen Veränderung von cGMP in der Abbildung 3.14 zeigt eine 
signifikante Reduktion des intrazellulären cGMP nach einer Langzeit-Hypergravitation, 
die mit einer erhöhten extrazellulären Konzentration von cGMP korreliert. Nach einer 
Zentrifugationszeit von 12 h ergibt sich gegenüber den Kontrollen eine 21%ige Abnahme 
der intrazellulären (1 g: 104%, 5 g: 83%) und eine 27%ige Zunahme der extrazellulären 
Konzentration von cGMP (1 g: 114%, 5g: 131%) in Anwesenheit von IBMX. Nach 24 h 
sind die Veränderungen der zellulären cGMP-Spiegel stärker ausgeprägt. Wir fanden eine 
44%ige Reduzierung der intrazellulären (1 g: 121%, 5 g: 77%) und eine 39%ige 
Steigerung der extrazellulären cGMP-Konzentration (1g: 132%, 5 g: 171%). 
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Abbildung 3.14: Prozentuale Darstellung der intra- und extrazellulären cGMP-Konzentrationen in 
nichtmetastasierenden 1F6-Zellen in Anwesenheit von IBMX bei 5 g für 6, 12 und 24 h im 
Vergleich zu gleichbehandelten Kontrollen bei 1 g. Die hypergravitationsinduzierte 
Veränderung der zellulären cGMP-Spiegel wird als prozentuale Differenz zwischen den 
jeweiligen cGMP-Werten bei 1 und 5 g ermittelt.  
 
 
 
3.7 Effekte unterschiedlicher Beschleunigungen auf den cGMP-Spiegel in humanen 
Melanomzellen und Melanozyten 
 
Ausgehend von den Experimenten zur Untersuchung der Langzeiteffekte überprüften wir 
nun, ob die Konzentrationsänderungen von cGMP auch bei anderen Variationen von 
Hyper-g zu beobachten sind. Daher wurde zusätzlich bei den bisher untersuchten Zelllinien 
eine Zentrifugationszeit für 24 h bei 2, 5 und 9 g angesetzt. 
 
 
3.7.1 Nichtmetastasierende Melanomzellen 
 
Zuerst wurden die Effekte verschiedener Beschleunigungen auf die cGMP- und cAMP-
Konzentration in nichtmetastasierenden humanen 1F6-Zellen untersucht. 
Interessanterweise wurde in diesen Versuchsreihen beobachtet, dass 2 g verglichen mit 
Kontrollen bei 1 g im Wesentlichen zu identischen Ergebnissen wie bei 5 g führten 
(Abbildung 3.15B, 3.16B). Die Hypergravitaton bei 2 g bewirkte in 1F6-Zellen eine 
Reduktion der intra- (Abbildung 3.15A) und eine Steigerung der extrazellulären 
Konzentration von cGMP (Abbildung 3.16A). Anders als bei den Experimenten bei 2 und 
5 g blieb allerdings der cGMP-Spiegel bei 9 g unverändert (Abbildungen 3.15C und 
3.16C). In Tabellen 3.11 und 3.12 sind die Mittelwerte der intra- und extrazellulären 
cGMP-Konzentrationen angezeigt. 
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Tabelle 3.11:    Intrazelluläre cGMP-Konzentration in 1F6-Zellen 
 
 
Beschleunigung Ohne PDE-Inhibitor 100 µM IBMX 
  
 g [pmol/mg Protein] 
 
 1 1,81 ± 0,14  1,96 ± 0,19 
 2 1,85 ± 0,17 1,58 ± 0,08 
 
 1 1,41 ± 0,10 1,55 ± 0,11 
 5 1,42 ± 0,05 0,94 ± 0,10 
 
 1 1,02 ± 0,07 1,14 ± 0,09 
 9 1,05 ± 0,10 1,15 ± 0,08 
 
 
 
Tabelle 3.12: Extrazelluläre cGMP-Konzentration in 1F6-Zellen 
 
 
Beschleunigung Ohne PDE-Inhibitor 100 µM IBMX 
  
 g [pmol/mg Protein] 
 
 1 1,55 ± 0,10  1,93 ± 0,13 
 2 1,55 ± 0,05 2,52 ± 0,12 
 
 1 1,18 ± 0,06 1,35 ± 0,09 
 5 1,18 ± 0,09 1,81 ± 0,11 
 
 1 1,17 ± 0,08 1,48 ± 0,04 
 9 1,20 ± 0,07 1,51 ± 0,06 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3.15: Veränderung der intrazellulären cGMP-Konzentration in 1F6-Zellen nach einer 
Zentrifugationszeit von 24 h bei 2 (A), 5 (B) und 9 g (C) im Vergleich zu Kontrollen bei 1 
g in An- und Abwesenheit von IBMX (n=5-11, P< 0,05). 
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Abbildung 3.16: Veränderung der extrazellulären cGMP-Konzentration in 1F6-Zellen nach einer 
Zentrifugationszeit von 24 h bei 2 (A), 5 (B) und 9 g (C) im Vergleich zu Kontrollen bei 1 
g in An- und Abwesenheit von IBMX (n=5-11, P< 0,05). 
 
 
Die Abbildung 3.17 zeigt die prozentuale Veränderung der cGMP-Konzentration mit 
appliziertem IBMX im Vergleich zu Kontrollen nach 24 h bei verschiedenen 
Beschleunigungen. Die Hypergravitaton von 2 g bewirkte in 1F6-Zellen eine 23%ige 
Reduktion der intrazellulären (1 g: 108%, 5 g: 85%) und eine 38%ige Steigerung der 
extrazellulären Konzentration von cGMP (1g: 125%, 5 g: 163%). Die deutlichste 
Veränderung der zellulären Konzentration dieses zyklischen Nukleotids wurde bei 5 g mit 
einer 44%igen Reduzierung der intrazellulären (1g: 110%, 5 g: 66%) und einer 40%igen 
Erhöhung der extrazellulären Konzentration im Vergleich zu 1 g erreicht (1g: 114%, 5 g: 
154%). Bei 9 g konnte keine signifikante Veränderung festgestellt werden.  
 
 
  
 
Abbildung 3.17: Prozentuale Darstellung der intra- und extrazellulären cGMP-Konzentrationen in 
nichtmetastasierenden 1F6-Zellen in Anwesenheit von IBMX bei 2, 5 und 9 g für 24 h im 
Vergleich zu gleichbehandelten Kontrollen bei 1 g. Die induzierte Veränderung der 
zellulären cGMP-Spiegel durch Hypergravitation wird als prozentuale Differenz zwischen 
den jeweiligen cGMP-Werten bei verschiedenen Beschleunigungen (2, 5 und 9 g) und 1 g 
ermittelt.  
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3.7.2 Hochmetastasierende Melanomzellen 
 
Die Effekte der Hypergravitation wurden zusätzlich in BLM-Zellen erforscht. Aus den 
Ergebnissen bei diesen Untersuchungen konnte in diesen Zellen keine Veränderung der 
intra- (Abbildung 3.18) oder der extrazellulären cGMP-Konzentration (Abbildung 3.19) 
durch eine erhöhte Beschleunigung ermittelt werden. In Tabellen 3.13 und 3.14 sind die 
Mittelwerte angezeigt. 
   
 
Tabelle 3.13: Intrazelluläre cGMP-Konzentration in BLM-Zellen 
 
 
Beschleunigung Ohne PDE-Inhibitor 100 µM IBMX  
 
 g   [pmol/mg Protein] 
 
 1  1,84 ± 0,13 1,80 ± 0,19 
 2 1,84 ± 0,14 1,75 ± 0,15 
 
 1 1,71 ± 0,11 1,86 ± 0,09 
 5 1,71 ± 0,05 1,88 ± 0,13 
 
 1 1,98 ± 0,10 1,58 ± 0,08 
 9 1,98 ± 0,10 1,67 ± 0,09 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3.18: Effekte von Hypergravitation auf die intrazelluläre cGMP-Konzentration in BLM-Zellen 
nach einer Langzeitzentrifugation bei 2 (A), 5 (B) und 9 g (C) für 24 h im Vergleich zu 
Kontrollen bei 1 g (n=5-9). 
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Tabelle 3.14:    Extrazelluläre cGMP-Konzentration in BLM-Zellen 
 
 
Beschleunigung Ohne PDE-Inhibitor 100 µM IBMX  
 
 g   [pmol/mg Protein] 
 
 1  3,22 ± 0,08 3,28 ± 0,15 
 2 3,23 ± 0,13 3,24 ± 0,16 
 
 1 3,26 ± 0,21 3,31 ± 0,20 
 5 3,31 ± 0,09 3,33 ± 0,21 
 
 1 3,35 ± 0,11 3,37 ± 0,15 
 9 3,61 ± 0,17 3,41 ± 0,12 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3.19: Effekte von Hypergravitation auf extrazelluläre cGMP-Konzentration in BLM-Zellen nach 
einer Langzeit-Zentrifugation bei 2 (A), 5 (B) und 9 g (C) für 24 h im Vergleich zu 
Kontrollen bei 1 g in An- und Abwesenheit von IBMX (n=5-11). 
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Abbildung 3.20: Prozentuale Darstellung der intra- und extrazellulären cGMP-Konzentrationen in 
hochmetastasierenden BLM-Zellen in Anwesenheit von IBMX nach Zentrifugationen für 
24 h bei 2, 5 und 9 g im Vergleich zu gleichbehandelten Kontrollen bei 1 g. Die hyper-
gravitationsinduzierte Veränderung der zellulären cGMP-Spiegel wurde als prozentuale 
Differenz zwischen den cGMP-Werten bei 1 und 2 bzw. 5 oder 9 g ermittelt.  
 
 
 
Unter gleichen Messbedingungen wurden zusätzlich die Effekte von Hyper-g auf 
metastasierenden 1F6m-Zellen untersucht, da diese Zellen die gleiche Isoformen der GC 
wie 1F6-Zellen aufweisen aber im Gegensatz zu 1F6-Zellen metastatisch sind. Die intra- 
und extrazellulären Konzentrationen von cGMP sind nach einer Zentrifugationszeit von 24 
h bei 5 in der Abbildung 3.21 dargestellt, bei der wie in hochmetastasierenden BLM-Zellen 
keine signifikante Unterschiede der zellulären cGMP-Konzentration festgestellt werden 
konnte. In Tabelle 3.15 sind die Mittelwerte von 3 Versuchreihen angegeben. 
 
  
Tabelle 3.15: cAMP-Konzentration in 1F6m-Zellen 
 
 
Beschleunigung Ohne PDE-Inhibitor 100 µM IBMX  
 
 g   [pmol/mg Protein] 
 
intrazellulär 1  1,11 ± 0,09 1,14 ± 0,09 
 5 1,13 ± 0,06 1,12 ± 0,05 
 
extrazellulär 1 1,27 ± 0,07 1,15 ± 0,07 
 5 1,25 ± 0,12 1,22 ± 0,14 
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Abbildung 3.21: Effekte von Hypergravitation auf intra- (A) und extrazellulären (B) cGMP-Konzentrationen 
in 1F6m-Zellen für 24 h bei 5 g im Vergleich zu Kontrollen bei 1 g in An- und 
Abwesenheit von IBMX (n= 8-11). 
 
 
 
3.7.3 Normale Melanozyten 
 
Die Untersuchungen der Langzeit-Hypergravitationseffekte in nichtmetastasierenden 
Melanomzellen zeigen eine Reduktion des intrazellulären cGMP und eine Erhöhung des 
extrazellulären cGMP (vergl. Abschnitt 3.7.1). Zur Ergänzung dieser Ergebnisse wurden 
nun die Effekte von Hyper-g in normalen Melanozyten (Mf9420) untersucht, da diese 
Zellen den nichtmetastasierenden 1F6-Zellen ähneln und gleiche Isoformen der 
Guanylylzyklasen aufweisen. Interessanterweise induzierte Hyper-g (für 24 h) in normalen 
Melanozyten gleiche Ergebnisse wie in 1F6-Zellen mit einer Abnahme der intrazellulären 
(Tabelle 3.16, Abbildung 3.22) und einer erhöhten extrazellulären Konzentration von 
cGMP bei 2 und 5 g (Tabelle 3.17, Abbildung 3.23). 
 
 
Tabelle 3.16: Intrazelluläre cGMP-Konzentration in Mf9420 
 
 
Beschleunigung Ohne PDE-Inhibitor 100 µM IBMX  
 
 g   [pmol/mg Protein] 
 
 1  1,22 ± 0,08 1,35 ± 0,07 
 2 1,24 ± 0,05 1,10 ± 0,06 
 
 1 1,28 ± 0,05 1,41 ± 0,05 
 5 1,29 ± 0,05 1,11 ± 0,06 
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Abbildung 3.22: Veränderung der intrazellulären cGMP-Konzentration in Melanozyten (Mf9420) nach einer 
Zentrifugationzeit von 24 h bei 2 (A) und bei 5 g (B) in An- und Abwesenheit von IBMX 
im Vergleich zu Kontrollen bei 1 g (n=5-9, P< 0,05). 
 
 
 
Tabelle 3.17: Extrazelluläre cGMP-Konzentration in Mf9420 
 
 
Beschleunigung Ohne PDE-Inhibitor 100 µM IBMX  
 
 g   [pmol/mg Protein] 
 
 1  1,19 ± 0,06 1,32 ± 0,09 
 2 1,20 ± 0,04 1,68 ± 0,06 
 
 1 1,15 ± 0,02 1,19 ± 0,08 
 5 1,15 ± 0,07 1,51 ± 0,08 
 
 
 
 
 
Abbildung 3.23: Veränderung der extrazellulären cGMP-Konzentration in normalen Melanozyten unter 
Einfluss von 2 (A) und 5 g (B) für 24 h in An- und Abwesenheit von IBMX im Vergleich 
zu Kontrollen bei 1 g (n=6-10, P< 0,05). 
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Ein prozentualer Vergleich in normalen humanen Melanozyten zeigt eine Abnahme der 
intrazellulären Konzentration von 22% bei 2 g (1 g: 111%, 2 g: 89%) und von 24% bei 5 g 
(1 g: 110%, 5 g: 86%). Zugleich wurde eine 28%ige Erhöhung der extrazellulären 
Konzentration von cGMP bei 2 g (1 g: 112%, 2 g: 140%) und bei 5 g (1 g: 103%, 5 g: 
131%) festgestellt (Abbildung 3.23). 
 
 
  
 
Abbildung 3.24: Prozentuale Darstellung der intra- und extrazellulären cGMP-Konzentrationen in normalen 
Melanozyten (Mf9420) in Anwesenheit von IBMX bei 2 und 5 g für 24 h im Vergleich zu 
gleichbehandelten Kontrollen bei 1 g. Die induzierte Veränderung der zellulären cGMP-
Spiegel wird als prozentuale Differenz zwischen cGMP-Werten bei verschiedenen 
Beschleunigungen (2 und 5 g) und 1 g ermittelt.  
 
 
In der Abbildung 3.25 sind die Untersuchungsergebnisse der Effekte von Hypergravitation 
(5 g, 24 h) auf den cGMP-Spiegel zusammengefasst. Ein Vergleich aller untersuchter 
Zelllinien zeigt eine Reduktion der intrazellulären Akkumulation von cGMP in normalen 
humanen Melanozyten (Mf9420) und in nichtmetastasierenden 1F6-Zellen in Gegenwart 
des unspezifischen Phosphodiesteraseinhibitors IBMX, was mit einer erhöhten 
extrazellulären Konzentration einhergeht. Die metastasierenden 1F6m- und BLM-Zellen 
ließen sich dagegen nicht durch erhöhte Beschleunigung beeinflussen. 
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Abbildung 3.25: Effekte von Hypergravitation (5 g) auf zelluläre cGMP-Konzentrationen in normalen 
humanen Melanozyten (Mf9420), in nichtmetastasierenden 1F6-Zellen und in 
metastasierenden BLM- und 1F6m-Zellen. Die Ergebnisse sind prozentual aus intra- und 
extrazellulären Konzentrationen von cGMP in Anwesenheit von 100 µM IBMX im 
Vergleich zu Kontrollen ohne IBMX bei 1 und 5 g ermittelt. Die hypergravitations-
induzierte Veränderung der cGMP-Spiegel ist als prozentuale Differenz zwischen den 
jeweiligen cGMP-Werten bei 1 und 5 g dargestellt.  
 
 
 
3.8 Effekte spezifischer Phosphodiesteraseinhibitoren auf den cGMP-Spiegel in 
Melanomzellen bei 5 g 
 
Die bisherigen Untersuchungen der Langzeit-Hypergravitationseffekte in nicht-
metastasierenden Melanomzellen wurden in Anwesenheit des universellen PDE-Inhibitors 
IBMX durchgeführt. Mit der Fragestellung, ob cGMP-Konzentration in diesen Zellen 
durch Anwendung spezifischer PDE-Inhibitoren beeinflusst wird, wurden in weiteren 
Experimenten spezifische Substanzen wie Zaprinast und Trequinsin eingesetzt, die auch 
zusätzlich als Inhibitoren des MRP5 bekannt sind (Jedlitschky et al. 2000). 
 
 
3.8.1 Zaprinast 
 
Bei der Durchführung dieser Experimente wurden unter gleichen Bedingungen wie mit 
IBMX die gleiche Anzahl der 1F6- und BLM-Zellen expandiert und vor Beginn der 
Zentrifugationsversuche mit 10 µM Zaprinast behandelt und bei 5 g für 24 h in der 
Zentrifuge inkubiert. Anschließend wurden die intra- und extrazelluläre Konzentration von 
cGMP durch RIA gemessen. Die Tabellen 3.18 und 3.19 zeigen die cGMP-Werte von 1F6- 
und BLM-Zellen. Es konnte in den nichtmetastasierenden 1F6-Zellen eine 14%ige 
Erhöhung der extrazellulären cGMP-Konzentration (1 g: 101%, 5 g: 115%) in 
Anwesenheit von Zaprinast nachgewiesen werden (Abbildung 3.26B), die allerdings nicht 
so ausgeprägt ist wie in Anwesenheit von IBMX (40%). Zusätzlich zeigen die Ergebnisse 
eine Abnahme der intrazellulären Konzentration, die mit 20% (1 g: 100%, 5 g: 80%) 
schwächer ausfällt als in Anwesenheit von IBMX (44%) (Abbildung 3.26A). In BLM-
Zellen konnte dagegen durch Hypergravitation in Anwesenheit dieses PDE-Inhibitors 
keine Veränderung der zellulären cGMP-Konzentration nachgewiesen werden. Allerdings 
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zeigen die Ergebnisse in diesen Zellen eine zweifache Erhöhung der extrazellulären im 
Vergleich zu der intrazellulären cGMP-Konzentration, die sowohl bei 1 g als auch bei 5 g 
zu erkennen ist (Abbildung 3.27 sowie 3.18B und 3.19 B). 
 
 
Tabelle 3.18: cGMP-Konzentration in 1F6-Zellen 
 
 
Beschleunigung Ohne PDE-Inhibitor 10 µM Zaprinast  
 
 g   [pmol/mg Protein] 
 
intrazellulär 1  1,01 ± 0,08 1,01 ± 0,08 
 5 1,00 ± 0,08 0,80 ± 0,07 
 
extrazellulär 1 1,34 ± 0,06 1,35 ± 0,06 
 5 1,33 ± 0,04 1,52 ± 0,08 
 
 
 
  
 
Abbildung 3.26: Effekte von Langzeit-Hypergravitation (24 h) auf intra- (A) und extrazelluläre (B) cGMP-
Konzentrationen in 1F6-Zellen in An- und Abwesenheit von 10 µM Zaprinast bei 5 g im 
Vergleich zu Kontrollen bei 1 g (n=5-9, P< 0,05). 
 
 
 
Tabelle 3.19: cGMP-Konzentration in BLM-Zellen 
 
 
Beschleunigung Ohne PDE-Inhibitor 10 µM Zaprinast 
 
 g   [pmol/mg Protein] 
 
intrazellulär 1  1,93 ± 0,14 2,10 ± 0,20 
 5 1,99 ± 0,14 2,05 ± 0,19 
 
extrazellulär 1 3,87 ± 0,15 4,09 ± 0,10 
 5 3,81 ± 0,18 4,17 ± 0,16 
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Abbildung 3.27: Effekte von Langzeit-Hypergravitation (24 h) auf intra- (A) und extrazelluläre (B) cGMP-
Konzentrationen in BLM-Zellen in An- und Abwesenheit von 10 µM Zaprinast bei 5 g im 
Vergleich zu Kontrollen bei 1 g (n=6-9). 
 
 
3.8.2 Trequinsin 
 
Weiterhin wurden die Effekte von Hyper-g auf nichtmetastasierende 1F6-Zellen in 
Anwesenheit von Trequinsin als einem weiteren spezifischen PDE-Hemmer untersucht, 
der auch zur Inhibierung von MRP5 dient. Dabei wurde vor Beginn der Zentrifugation zu 
den 1F6-Zellen aufgrund der hohen Effektivität nur 1 µM Trequinsin zugesetzt. Bei diesem 
Experiment konnte keine höhere Konzentration von Trequinsin eingesetzt werden, da die 
Inkubation von 10 µM Trequinsin auf die 1F6-Zellen toxisch wirkte. Der Versuch wurde 
unter den gleichen Bedingungen wie die vorangegangenen durchgeführt und die Werte in 
Tabelle 3.20 aufgeführt. Die Ergebnisse zeigen eine 32%ige Reduktion der intrazellulären 
Konzentration von cGMP bei 5 g verglichen mit gleichbehandelten Kontrollen bei 1 g (1 g: 
40%, 5 g: 8%) (Abbildung 3.28A). Gleichzeitig konnte bei 5 g eine 50%ige Erhöhung der 
extrazellulären cGMP-Konzentration in Anwesenheit von 1 µM Trequinsin in 1F6-Zellen 
gemessen werden (1 g: 330%, 5 g: 380%) (Abbildung 3.28B). 
 
 
Tabelle 3.20: cGMP-Konzentration in 1F6-Zellen 
 
 
Beschleunigung Ohne PDE-Inhibitor 1 µM Trequinsin  
 
 g   [pmol/mg Protein] 
 
intrazellulär 1  1,17 ± 0,06 1,64 ± 0,11 
 5 1,23 ± 0,08 1,33 ± 0,07 
 
extrazellulär 1 1,22 ± 0,09 4,02 ± 0,16 
 5 1,23 ± 0,09 4,70 ± 0,11 
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Abbildung 3.28: Effekte von Langzeit-Hypergravitation (24 h) auf intra- (A) und extrazelluläre (B) cGMP-
Konzentrationen  in 1F6-Zellen in An- und Abwesenheit von 1 µM Trequinsin bei 5 g im 
Vergleich zu Kontrollen bei 1 g (n=6-9, P< 0,05). 
 
 
 
In der Abbildung 3.29 sind die zellulären cGMP-Konzentrationen in nicht-
metastasierenden 1F6- und hochmetastasierenden BLM-Zellen zusammengefasst. Es sind 
die Effekte von Hyper-g auf die cGMP-Spiegel in Anwesenheit verschiedener PDE-
Inhibitoren veranschaulicht. Ein Vergleich dieser Zellen zeigt eine Reduktion der 
intrazellulären und eine Zunahme der extrazellulären cGMP-Konzentrationen durch 
erhöhte Beschleunigung (5 g, 24 h) in nichtmetastasierenden 1F6-Zellen, während 
hochmetastasierende BLM-Zellen dagegen unverändert bleiben. 
 
 
 
 
Abbildung 3.29: Darstellung prozentualer Vergleiche der zellulären Konzentrationen von cGMP in 
nichtmetastasierenden 1F6- und hochmetastasierenden BLM-Zellen in Anwesenheit 
verschiedener PDE-Inhibitoren nach 24 h Zentrifugationszeit. Die hypergravitations-
induzierten Veränderungen der intrazellulären und extrazellulären cGMP-Spiegel werden 
als prozentuale Differenz zwischen den cGMP-Werten bei 1 und 5 g dargestellt.  
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3.9 Melanin- und Nitritkonzentrationen in 1F6-Zellen 
 
Zusätzlich wurden in pigmentierten 1F6-Zellen aufgrund der erhöhten cAMP-
Konzentration (vergl. Abschnitt 3.2.2) die Effekte von Hypergravitation auf die Synthese 
von Melanin untersucht. Die Ergebnisse zeigen eine etwa 25%ige Erhöhung des 
Melaningehalts bei 5 g im Vergleich zu Kontrollen bei 1 g (Abbildung 3.30). 
 
 
 
 
Abbildung 3.30: Effekte von Hypergravitation auf die Melaninproduktion in pigmentierten Melanomzellen. 
Die prozentuale Änderung des Melaningehaltes (µg/106 Zellen) der nichtmetastasierenden 
1F6-Zellen ist nach 24 h Zentrifugation bei 5 g im Vergleich zu Kontrollen bei 1 g in 
Anwesenheit von 100 µM IBMX dargestellt. Die Werte beziehen sich auf Mittelwerte von 
2 Versuchsreihen (P< 0,05). 
 
 
Zugleich wurde unter Hyper-g Bedingungen die Nitrit-Konzentration in 1F6-Zellen mittels 
Griess-Reaktion gemessen, die zur Bestimmung der NO-Synthese verwendet wurde. Dabei 
wurde jedoch keine Veränderung, verglichen mit Kontrollen bei 1 g, in diesen Zellen 
festgestellt. 
 
 
3.10 Stimulierbarkeit der verschiedenen Melanomzellen bei Hypergravitation 
 
Ausgangspunkt zur Untersuchung der Effekte von Hypergravitation auf die 
Stimulierbarkeit der verschiedenen Melanomzellen war die Erkenntnis, dass exogenes NO 
eine Erhöhung der cGMP-Produktion in normalen Melanozyten und nichtmetastasierenden 
Melanomzellen hervorruft. Zusätzlich induziert ANP durch Stimulierung der 
membranständigen GC in metastasierenden Melanomzellen eine Zunahme der cGMP-
Produktion (Ivanova et al. 2001). 
 
Um die zusätzliche Rolle der Beschleunigung bei diesem Prozess zu untersuchen, wurden 
die verschiedenen Zellarten mit unterschiedlichem Metastasierungspotential nach 24 h 
Zentrifugation mit NO für 5 min und mit ANP für 15 min inkubiert. Zur Inhibierung der 
Phosphodiesterase wurde 100 µM IBMX eingesetzt. Mit diesem Verfahren konnte keine 
Veränderung der cGMP-Spiegel in den Melanomzellen (1F6 und BLM) durch SIN-1, 
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einen NO-Donor, und ANP bei 5 g im Vergleich zu 1 g ermittelt werden. Allerdings ist bei 
diesen Experimenten zu berücksichtigen, dass die Stimulierbarkeit der löslichen GC in 
nichtmetastasierenden Melanomzellen durch SIN-1 (Tabelle 3.21, Abbildung 3.31) und der 
membrangebundenen GC durch ANP in beiden Zellarten beibehalten wird (Tabellen 3.22 
und 3.23, Abbildungen 3.32 und 3.33). 
 
 
Tabelle 3.21: cGMP-Konzentration in 1F6-Zellen 
 
 
Beschleunigung Ohne PDE-Inhibitor 1 mM SIN-1  
 
 g   [pmol/mg Protein] 
 
intrazellulär 1  3,45 ± 0,28 7,52 ± 0,75 
 5 2,96 ± 0,49 7,29 ± 0,96 
 
extrazellulär 1 1,92 ± 0,19 2,52 ± 0,24 
 5 2,13 ± 0,34 2,52 ± 0,52 
 
 
 
  
 
Abbildung 3.31: Intra- (A) und extrazelluläre cGMP-Konzentration (B) in 1F6-Zellen in Ab- und 
Anwesenheit von SIN-1 nach einer Inkubationszeit von 24 h bei 5 g im Vergleich zu 
Kontrollen bei 1 g (n=3-4, P< 0,05). 
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Tabelle 3.22:  cGMP-Konzentration in 1F6-Zellen 
 
 
Beschleunigung Ohne PDE-Inhibitor 10 mM ANP  
 
 g   [pmol/mg Protein] 
 
intrazellulär 1  1,72 ± 0,11 3,94 ± 0,16 
 5 2,06 ± 0,15 4,10 ± 0,61 
 
extrazellulär 1 2,43 ± 0,38 2,74 ± 0,17 
 5 2,38 ± 0,32 3,05 ± 0,41 
 
 
 
Tabelle 3.23: cGMP-Konzentration in BLM-Zellen 
 
 
Beschleunigung Ohne PDE-Inhibitor 10 mM ANP  
 
 g   [pmol/mg Protein] 
 
intrazellulär 1  2,51 ± 0,34 7,70 ± 0,41 
 5 2,55 ± 0,31 9,30 ± 0,77 
 
extrazellulär 1 3,82 ± 0,24 6,35 ± 0,15 
 5 4,10 ± 0,14 6,32 ± 0,37 
 
 
 
 
  
 
Abbildung 3.32: Stimulierbarkeit der intra- (A) und extrazellulären cGMP-Konzentration (B) in 1F6-Zellen 
durch ANP nach einer Langzeitbeschleunigung für 24 h bei 5 g (n=3, P< 0,05). 
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Abbildung 3.33: Stimulierbarkeit der intra- (A) und extrazellulären cGMP-Konzentration (B) in BLM-
Zellen durch ANP nach einer Langzeitbeschleunigung für 24 h bei 5 g (n=3, P< 0,05). 
 
 
 
3.11 Charakterisierung der Untereinheiten von Guanylylzyklasen (GC) 
 
Unsere Untersuchungen zum Effekt erhöhter Gravitation auf nichtmetastasierende humane 
Melanomzellen zeigten eine statistisch signifikante Konzentrationsänderung von cGMP bei 
2 und 5 g für 12 und 24 h verglichen mit den Kontrollen bei 1 g. Dabei ist zu 
berücksichtigen, dass im Vergleich zu hochmetastasierenden BLM-Zellen, die nur die 
membranständigen Isoformen der GC (GC-A, GC-B) aufweisen, die nichtmetastasierenden 
1F6-Zellen zusätzlich die löslichen Isoformen der GC besitzen, die als ein heterodimeres 
(α, β) Hämprotein charakterisiert ist. Da bei unseren Befunden durch Hypergravitation eine 
Abnahme der intrazellulären cGMP-Konzentration nur in normalen humanen Melanozyten 
und nichtmetastasierenden Melanomzellen hervorgerufen wurde, stellte sich die Frage, ob 
eine fehlende Exprimierung von mRNA für verschiedene Isoformen der GC für diese 
Veränderung in Betracht gezogen werden kann. Die Charakterisierung der Genexpression 
in den untersuchten Zellen, die 24 h lang 5 g ausgesetzt waren, erfolgte nach der Isolierung 
von RNA durch RT-PCR Analyse. Die DNA-Fragmente wurden mit Hilfe einer 
Gelelektrophorese aufgetrennt. Dabei fanden wir heraus, dass alle Isoformen der GC in 
1F6-Zellen und in BLM unverändert exprimiert wurden. 
 
In den Abbildungen 3.34 und 3.35 ist die mRNA-Expression der löslichen und 
membrangebundenen Isoformen von GC dargestellt. 
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sGC-α sGC-β
M
GC-A GC-B
1g 1g 1g 1gK neg Kneg5g 5g 5g 5g
 
 
Abbildung 3.34: Repräsentative Analyse von RT-PCR-Produkten der löslichen (sGC-α und sGC-β) und 
membrangebundenen Isoformen der GC (GC-A und GC-B) in 1F6-Zellen bei 5 g im 
Vergleich zu Kontrollen bei 1 g. Bei der Analyse von RT-PCR wurde totale RNA 
transkribiert. Die Amplifikation von sGC-α (424 bp) und sGC-β (430 bp) erfolgte für 35 
Zyklen, von GC-A (600 bp) für 40 Zyklen und von GC-B (302 pb) für 30 Zyklen (M 
repräsentiert 100 bp ladder). 
 
 
 
  
M 1g 1gK neg K neg5g 5g
GC-A GC-B
 
 
Abbildung 3.35: Repräsentative Analyse von RT-PCR-Produkten der membrangebundenen Isoformen der 
GC (GC-A und GC-B) in BLM-Zellen bei 5 g im Vergleich zu Kontrollen bei 1 g. Bei der 
Analyse von RT-PCR wurde totale RNA transkribiert. Die Amplifikation von GC-A (600 
bp) erfolgte für 40 Zyklen und von GC-B (302 pb) für 30 Zyklen (M repräsentiert 100 bp 
ladder). 
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4 Diskussion 
 
 
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen differenzierte Effekte von Hyper-
gravitation auf zyklische Nukleotide in humanen Melanozyten und Melanomzellen. Die 
erhöhte Beschleunigung bis 5 g induziert in humanen Melanozyten und in 
nichtmetastasierenden Melanomzellen eine erhöhte Extrusion von cGMP in Anwesenheit 
von Phosphodiesteraseinhibitoren. Eine Veränderung der cAMP-Extrusion konnte in 
diesen Zellen nicht beobachtet werden, da neben erhöhter extrazellulärer gleichzeitig eine 
Zunahme der intrazellulären cAMP-Konzentration festgestellt wurde. Weiterhin bewirkt 
Hypergravitation in den pigmentierten Melanomzellen eine vermehrte Produktion von 
Melanin, die möglicherweise mit der beschleunigungsinduzierten Erhöhung der 
intrazellulären Konzentration von cAMP korreliert. Im Gegensatz dazu reagieren die 
metastasierenden Melanomzellen nicht sensitiv gegenüber veränderter Beschleunigungen. 
Diese Ergebnisse zeigen die Rolle von cGMP und cAMP in der Signaltransduktion bei der 
Anpassung humaner Melanozyten an veränderte Beschleunigungsbedingungen. 
 
 
4.1 Hypergravitationsinduzierte Effekte auf den cGMP-Spiegel in humanen 
Melanozyten und Melanomzellen 
 
Die Untersuchung der Effekte von Hypergravitation wurde in normalen humanen 
Melanozyten und Melanomzellen mit unterschiedlichem Metastasierungspotential 
durchgeführt. Die Untersuchungsergebnisse in nichtmetastasierenden 1F6-Zellen zeigen 
eine Abnahme des intrazellulären cGMP-Spiegels in Anwesenheit eines 
Phosphodiesteraseinhibitors (100 µM IBMX) nach Langzeitbeschleunigung bis 5 g für 12 
und 24 h. Übereinstimmend mit den Befunden in 1F6-Zellen reagieren auch normale 
Melanozyten auf erhöhte Beschleunigung mit einer Verminderung der intrazellulären 
cGMP-Konzentration, während in metastasierenden 1F6m- und BLM-Zellen keine 
Unterschiede gemessen werden konnten. Bei Kurzzeitexperimenten konnten dagegen 
sowohl in nichtmetastasierenden als auch in metastasierenden Melanomzellen keine 
signifikanten Veränderungen der cGMP-Konzentration erzielt werden.  
 
Daraus schließen wir, dass Hypergravitation eine Veränderung der intrazellulären cGMP-
Konzentration nur in normalen Melanozyten und in nichtmetastasierenden Melanomzellen 
hervorruft. Da diese Zellen im Gegensatz zu metastasierden Mellanomzellen zusätzlich 
lösliche Guanylylzyklasen aufweisen (Ivanova et al. 2001), untersuchten wir die 
Expression der verschiedenen Isoformen der Guanylylzyklasen der Zellen und konnten 
feststellen, dass alle Isoformen unverändert exprimiert werden. Daher scheint es ziemlich 
unwahrscheinlich, dass die Reduktion intrazellulärer cGMP-Konzentration mit der 
Inhibierung der mRNA-Expression der Isoformen von Guanylylzyklase assoziiert ist. Dies 
konnte zusätzlich mit Untersuchungen bestätigt werden, bei denen die Effekte von 
Hypergravitation auf die Stimulierbarkeit der Guanylylzyklasen in diesen Zellen 
untersucht wurden. Die Inkubation dieser Zellen mit physiologischen Liganden der 
löslichen (NO) und der membrangebundenen Guanylylzyklasen (ANP) führt zwar zu einer 
deutlich erhöhten Produktion von cGMP, die sich aber durch erhöhte Beschleunigung nicht 
weiter beeinflussen lässt. Eine beschleunigte Hydrolyse durch Phosphodiesterasen konnte 
auch als weitere mögliche Ursache für reduzierte intrazelluläre cGMP-Konzentrationen 
 
Diskussion    
68   
ausgeschlossen werden, da unsere Experimente unter Phosphodiesteraseinhibierung 
durchgeführt wurden. 
 
Da die zelluläre Konzentration von cGMP, neben der Synthese durch Aktivierung der 
Guanylylzyklasen und durch Hydrolyse mit Phosphodiesteraen, auch durch aktiven 
Transport in den extrazellulären Raum reguliert werden kann (Conti et al. 1991, 1995, 
Sonnenburg & Beavo 1994, Manganiello et al. 1995), untersuchten wir zusätzlich die 
Effekte von Hypergravitation auf extrazelluläre cGMP-Konzentration in diesen Zellen. 
Interessanterweise konnte bei der Untersuchung in normalen Melanozyten und in 
nichtmetastasierenden Melanomzellen eine Erhöhung der extrazellulären cGMP-
Konzentration sowohl bei 2 g als auch bei 5 g nachgewiesen werden (Abbildungen 3.17 
und 3.24). Diese Ergebnisse führen somit zu der Hypothese, dass die 
beschleunigungsbedingte Reduktion der intrazellulären cGMP-Konzentration mit einer 
Zunahme der extrazellulären cGMP-Konzentration assoziiert ist und Hyper-g eine erhöhte 
Extrusion in diesen Zellen induziert. Die vermehrte cGMP-Extrusion kann daher als 
Antwort der humanen Melanozyten auf Hypergravitation in der Signaltransduktion dieser 
Zellen angenommen werden.  
 
Die Ergebnisse in metastasierenden 1F6m- und BLM-Zellen zeigen dagegen keine Effekte 
von Hypergravitation auf die zelluläre Konzentration von cGMP (Abbildung 3.25). So 
konnte in BLM-Zellen im Vergleich zu der intrazellulären eine fast zweifache Erhöhung 
der extrazellulären cGMP-Konzentration bei 5 g festgestellt werden, die den basalen 
Werten bei 1 g entsprechen (intrazellulär: 1,86±0,13 pmol cGMP/mg Protein, extrazellulär: 
3,31±0,20 pmol cGMP/mg Protein) (vergl. Tabellen 3.13 und 3.14). Daher scheint es 
ziemlich unwahrscheinlich, dass die gesteigerte Extrusion in diesen Zellen auf erhöhte 
Beschleunigung zurückzuführen ist. Dies korreliert mit den Befunden von Chawla et al. 
(1980), die eine erhöhte cGMP-Konzentration in Urin und Plasma der Patienten mit 
neoplastischen Krankheiten nachgewiesen haben. Darüberhinaus konnte in Melanomzellen 
unter basalen Bedingungen durch das natriuretische Peptid ANP, ein physiologischer 
Ligand der membranständigen Guanylylzyklasen, eine drastische Zunahme der cGMP-
Produktion erzielt werden, die darauf hindeutet, dass die Aktivität dieser Isoformen der 
Guanylzyklasen hochreguliert ist (Ivanova et al. 2001). Dies würde bedeuten, dass die 
fehlenden Effekte der Hypergravitation auf metastasierende Melanomzellen 
möglicherweise auf hochregulierte cGMP-Extrusion zurückzuführen sind. 
 
Diese Befunde zeigen differenzierte Effekte von Hypergravitation auf humane 
Melanozyten und Melanomzellen. Während normale Melanozyten und nicht-
metastasierende Melanomzellen auf Langzeit-Hypergravitation mit einer erhöhten cGMP-
Extrusion reagieren, bleiben metastasierende Melanomzellen unverändert. 
 
 
4.2 Hypergravitationsinduzierte Effekte auf die cAMP-Konzentration in 
verschiedenen Melanomzellen 
 
Aufgrund der bedeutenden Rolle von cAMP in der Signaltransduktion bei der Regulation 
der Melanogenese und der Zelldifferenzierung in Melanomzellen (Hunt et al. 1994, Busca 
& Balloti 2000) wurden analog zu cGMP die Effekte von Hypergravitation auf die 
zelluläre Konzentration dieses „second messenger” in verschiedenen Zellarten untersucht. 
Die erhöhte Beschleunigung bis 5 g (24 h) induzierte in nichtmetastasierenden 
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Melanomzellen eine 1,6fache Steigerung der intrazellulären cAMP-Akkumulation in 
Anwesenheit von 100 µM IBMX (Abbildung 3.5A). Dies stimmt mit Ergebnissen von 
Kawashima et al. (1998) und Furutsu et al. (2000) überein, die auf eine 
hypergravitationsinduzierte Erhöhung der cAMP-Konzentration in humanen Osteoblasten 
hindeuten.  
 
Neben der Synthese könnte eine Veränderung des Membranpotentials als weitere mögliche 
Ursache für die Konzentrationsänderung von cAMP in unseren Zellen vermutet werden. 
Hinweise auf diese Vermutung ergaben sich aus Untersuchungen in Einzellern, in denen 
die Stimulierung der mechanosensitiven K+-Kanäle durch Hypergravitation eine 
Hyperpolarisation des Membranpotentials und eine Erhöhung von cAMP hervorruft 
(Schultz et al. 1992). Inwieweit die Effekte der erhöhten Gravitation auf die zelluläre 
cAMP-Konzentration mit der Veränderung des Membranpotentials korreliert, konnte im 
Rahmen dieser Arbeit nicht aufgeklärt werden. 
 
Die nichtmetastasierenden Melanomzellen zeigen zusätzlich unter gleichen 
Hypergravitationsbedingungen eine erhöhte extrazelluläre Konzentration von cAMP. Dies 
konnte allerdings nicht auf eine veränderte Extrusion dieses zyklischen Nukleotids 
zurückgeführt werden, da in diesen Zellen gleichzeitig eine erhöhte intrazelluläre 
Konzentration nachgewiesen wurde, die auf eine hypergravitationsstimulierte Synthese 
durch Aktivierung der Adenylylzyklasen zurückzuführen ist. Die metastasierenden 
Melanomzellen zeigen im Gegensatz zu nichtmetastasierenden keine Veränderung der 
zellulären cAMP-Konzentration. 
 
Interessanterweise wurde die durch Hypergravitation erhöhte intrazelluläre cAMP-
Konzentration nur in normalen Melanozyten und in nichtmetastasierenden Melanomzellen 
beobachtet, in denen auch unter gleichen Bedingungen eine erhöhte Extrusion von cGMP 
festgestellt wurde. Dies könnte auf eine mögliche Korrelation zwischen diesen zyklischen 
Nukleotiden hindeuten. Hinweise auf diese Zusammenhänge ergaben sich auch aus 
Untersuchungen von Schultz et al. (1998) in humanen Erythrozyten, die zeigen, dass 
erhöhte intrazelluläre cAMP-Konzentration den aktiven Transport von cGMP stimuliert. 
Weitere Untersuchungen in diesen Zellen haben ergeben, dass die Bindung von cAMP an 
die allosterische Bindungsstelle eine Konformationsänderung dieser Transporter 
hervorruft, wodurch die Affinität der Bindung von cGMP zur Regulationsbindungsstelle 
geändert und eine Extrusion von cGMP induziert wird. Inwieweit die vermehrte Extrusion 
auf die induzierte intrazelluläre Konzentration von cAMP in unseren untersuchten Zellen 
zurückzuführen ist, ist ungewiss. Dies erfordert weitere detaillierte Untersuchungen der 
Transportmechanismen in humanen Melanozyten. 
 
 
4.3 cGMP-Extrusionsmechanismen 
 
Da die hypergravitationsinduzierte Erhöhung der cGMP-Extrusion in normalen 
Melanozyten und in nichtmetastasierenden Melanomzellen nur in Anwesenheit von 
nichtspezifischen Phosphodiesteraseinhibitoren (IBMX) beobachtet werden konnte, 
wurden in weiteren Untersuchungen spezifische Inhibitoren (Trequinsin und Zaprinast) 
verwendet. Die Ergebnisse nach Inkubation mit diesen Inhibitoren zeigen erneut eine 
Zunahme der extrazellulären cGMP-Konzentration nach einer Zentrifugationszeit von 24 h 
bei 5 g, die mit einer Abnahme der intrazellulären Konzentration dieses zyklischen 
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Nukleotids korreliert. Diese Befunde unterstützen unsere bisherige Hypothese, dass 
erhöhte Beschleunigung eine erhöhte Extrusion von cGMP in Anwesenheit von 
Phosphodiesteraseinhibitoren in nichtmetastasierenden Melanomzellen induziert 
(Abbildung 3.29).  
 
Über cGMP-Extrusionsmechanismen in humanen Melanomzellen wurde bislang wenig 
geforscht. Allerdings zeigten Sager et al. (1996) und Boadu & Sager (1997) in humanen 
Erythrozyten, dass zyklische Nukleotide in einem ATP-abhängigen Prozess durch 
„multidrug resistance proteins” insbesondere durch zwei Mitglieder dieser Familie, MRP4 
und MRP5, in den extrazellulären Raum transportiert werden. Da die verwendeten PDE-
Inhibitoren zusätzlich als selektive Inhibitoren von MRP5 charakterisiert sind (Jedlitsckky 
et al. 2000), konnten auch die Extrusionsmechanismen in unseren Zellen untersucht 
werden. Dennoch sprechen die Ergebnisse gegen unsere Erwartungen. Eine Inhibition der 
hypergravitationsstimulierten cGMP-Extrusion konnte in unseren Untersuchungen mit 
diesen Substanzen nicht bestätigt werden. So wurde nach Inkubation der nicht-
metastasierenden Melanomzellen mit 1 µM Trequinsin eine drastische Erhöhung 
extrazellulärer cGMP-Konzentration sowohl bei 1 g als auch bei 5 g festgestellt (1 g: 
330%±5,6%, 5 g: 380%±7,8%) (Abbildung 3.28). Eine erhöhte extrazelluläre cGMP-
Konzentration konnte auch in Anwesenheit von 10 µM Zaprinast beobachtet werden, die 
allerdings nicht so ausgeprägt ist, wie es bei der Inkubation mit Trequinsin nachgewiesen 
wurde.  
 
Hinweise für die Selektivität dieser Substanzen als Phosphodiesteraseinhibitoren in 
unseren Experimenten ergaben sich aus intrazellulären „basalen” Werten, bei denen die 
Unterschiede deutlich zu erkennen waren. Dabei fanden wir, dass 1 µM Trequinsin in 
nichtmetastasierenden Melanomzellen eine 40%ige Erhöhung des intrazellulären cGMP 
induziert (Abbildung 3.28A), während durch 10 µM Zaprinast im Vergleich zu Kontrollen 
keine signifikanten Unterschiede nachgewiesen wurden (Abbildung 3.26A). Mit diesen 
Befunden konnte gezeigt werden, dass Trequinsin in der Lage ist, in die Zelle zu 
diffundieren und durch Inhibierung der cGMP-spezifischen Phosphodiesterase (PDE5) 
eine erhöhte Akkumulierung von cGMP in der Zelle hervorzurufen. Demnach liegt auch 
die Vermutung nahe, das die wesentlich vermehrte Extrusion von cGMP in Anwesenheit 
von Trequinsin im Vergleich zu Zaprinast eine Folge der erhöhten Inhibierung der 
Hydrolyse ist.  
 
Da aber trotz der hohen Spezifität dieser Substanzen als MRP5-Inhibitoren der Export von 
cGMP nicht gehemmt werden konnte, wird in Übereinstimmung der Ergebnisse von 
Wielinga et al. (2003) angenommen, dass der Transport von cGMP nicht über das 
„multidrug resistance protein” verläuft, sondern an diesem Prozess möglicherweise 
endogene Transporter beteiligt sind, die sich von MRP4 und MRP5 in ihrer Affinität für 
Inhibitoren unterscheiden. Zusätzlich kann die fehlende Inhibition der hypergravitations-
induzierten Zunahme der Extrusion von cGMP in unseren Untersuchungen auf eine 
niedrige Affinität von MRP4 und MRP5 für zyklische Nukleotide in intakten Zellen 
zurückgeführt werden. Dies stimmt mit den Ergebnissen in intakten HEK293 Zellen 
überein, in denen eine hohe cGMP-Extrusion nach einer Inhibition der cGMP-
Phosphodiesterase durch IBMX beobachtet wurde (Wielinga et al. 2003). Darüberhinaus 
kann die cGMP-Extrusion aufgrund der Lokalisation der cGMP-Transporter in der 
Plasmamembran als direkte Konsequenz von hypergravitationsmodulierter Membran-
deformation in humanen Melanozyten betrachtet werden. 
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In metastasierenden Melanomzellen konnte auch nach Inkubation mit spezifischen PDE-
Hemmstoffen kein inhibierender Effekt auf die cGMP-Extrusion festgestellt werden. 
Allerdings liegen die extrazellulären basalen Werte in Anwesenheit von Zaprinast 
(4,09±0,1 pmol cGMP/mg Protein) wesentlich höher als in nichtmetastasierenden 
Melanomzellen (1,35±0,06 pmol cGMP/mg Protein) und entsprechen der extrazellulären 
Konzentration von cGMP in nichtmetastasierenden Melanomzellen in Anwesenheit von 
Trequinsin (4,02±0,16 pmol cGMP/mg Protein) (vergl. Tabellen 3.18 und 3.20). 
Übereinstimmend mit den Ergebnissen unter basalen Bedingungen von Ivanova et al. 
(2001) kann angenommen werden, dass eine hochregulierte cGMP-Extrusion in 
metastasierenden Melanomzellen vermutlich mit vermehrter cGMP-Synthese durch 
Aktivierung membrangebundener Guanylylzyklasen in diesen Zellen assoziiert ist.  
 
Mit den gewonnenen Erkenntnissen konnten einerseits die Ergebnisse in nicht-
metastasierenden Melanomzellen der Langzeitexperimente bestätigt werden, die auf eine 
hypergravitationsinduzierte Erhöhung der cGMP-Extrusion in Anwesenheit von 
Phosphodiesterasen hindeuten. Darüberhinaus liefern die Befunde Hinweise dafür, dass 
durch Hypergravitation induzierte Extrusion von cGMP in intakten humanen Melanozyten 
nicht durch cGMP-Exportproteine (MRP5), sondern sehr wahrscheinlich über endogene 
Transporter vermittelt wird.  
 
 
4.4 Hypergravitationsinduzierte Effekte auf Morphologie und Proliferation der 
Melanomzellen  
 
Da die epidermalen Hautzellen mit einer Veränderung der Proliferation und der 
Morphologie auf mechanische Signale („stretch”, „shear”) reagieren können (Takei et al. 
1997, Kippenberger et al. 2000a, 2000b), wurden in dieser Arbeit weitere Experimente zur 
Untersuchung der Effekte von Hypergravitation auf Proliferation und Morphologie der 
Zellen in Melanomzellen durchgeführt. Obwohl in Arbeiten von Miwa et al. (1991), 
Kawashima et al. (1998) und Furutsu et al. (2000) Hinweise auf die Effekte von 
Hypergravitation auf Veränderung der Proliferation in humanen Zellen wie Osteoblasten 
erhalten wurden, konnte jedoch durch unsere Ergebnisse in Melanomzellen eine 
proliferative Veränderung in Melanomzellen nicht bestätigt werden. Hier ergaben sich aus 
unseren Untersuchungen in nichtmetastasierenden 1F6-Zellen keine Veränderungen in der 
Zellproliferation nach verschiedenen Zentrifugationszeiten (6, 12 und 24 h) bei 5 g 
(Abbildung 3.7). Auch in metastasierenden BLM-Zellen wurden unter diesen Bedingungen 
keine signifikanten Unterschiede in der Zellzahl beobachtet (Abbildung 3.8). Dies stimmt 
mit den Ergebnissen von Croute et al. (1990) überein, die zeigten, dass Hypergravitation 
bis 15 g keine Veränderung der Proliferation in adenocarcinoma Lungenzelllinien 
induziert. Hypergravitation, aber auch die dadurch induzierte Erhöhung von cAMP können 
eine morphologische Veränderung der Zellen zur Folge haben. Busca et al. 1996 fanden, 
dass cAMP durch Inhibierung der Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3) eine 
morphologische Modifikation (dendricity) in B16 Melanomzellen induziert. Dennoch 
konnten durch unsere Ergebnisse keine deutlichen Unterschiede in der Morphologie der 
untersuchten Zellen beobachtet werden, die auf erhöhte Beschleunigung oder auf erhöhte 
intrazelluläre cAMP-Konzentration zurückgeführt werden könnten.  
 
Ausgehend von diesen Ergebnissen scheint es daher sehr unwahrscheinlich, dass die 
hypergravitationsinduzierte Verminderung der intrazellulären cGMP-Konzentration in 
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normalen Melanozyten und in nichtmetastasierenden Melanomzellen auf eine veränderte 
Proliferation der Zellen zurückzuführen ist. 
 
 
4.5 Effekte von Hypergravitation auf den Melaningehalt 
 
Neben den morphologischen und proliferativen Untersuchungen wurden auch die Effekte 
von Hypergravitation auf die Melanogenese in Melanozyten untersucht. Bei unseren 
Zentrifugationsexperimenten konnte nachgewiesen werden, dass erhöhte Beschleunigung 
in pigmentierten nichtmetastasierenden 1F6-Zellen eine vermehrte Melaninsynthese 
induziert (Abbildung 3.30). Die Ergebnisse dieser Untersuchung zeigen eine 25%ige 
Erhöhung des Melaningehaltes nach 24 h Zentrifugation bei 5 g. Die erhöhte Produktion 
von Melanin kann einerseits Folge der direkten Effekte erhöhter Beschleunigung sein. Dies 
korreliert mit den Befunden von Bernd et al. (1992) und Kippenburger et al. (2000a), die 
zeigen, dass mechanischer Druck eine vermehrte Produktion des Melanins in Melanozyten 
induziert, ohne dabei die Proliferation dieser Zellen zu beeinflussen. Anderseits berichten 
Autoren, dass cAMP die Melanogenese in Melanozyten stimuliert (Busca et al. 2000). In 
Übereinstimmung mit diesen Befunden kann angenommen werden, dass die hyper-
gravitationsinduzierte Erhöhung von cAMP in pigmentierten 1F6-Zellen zu verstärkter 
Produktion des Melanins in diesen Zellen führt. 
 
 
Zusammengefasst konnte mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, 
dass veränderte Beschleunigung die Extrusion von cGMP in humanen Melanozyten und in 
nichtmetastasierenden Melanomzellen sehr wahrscheinlich durch Aktivierung der 
endogenen cGMP-Transporter stimuliert. Außerdem induziert Hypergravitation eine 
vermehrte Melaninproduktion in pigmentierten Melanomzellen, die vermutlich auf eine 
beschleunigungsinduzierte cAMP-Konzentrationserhöhung durch Aktivierung von 
Adenylylzyklasen zurückzuführen ist. Im Gegensatz dazu zeigen hochmetastasierende 
Melanomzellen unter diesen Bedingungen keine signifikanten Unterschiede der zellulären 
Konzentration der zyklischen Nukleotide und scheinen resistent gegen veränderte 
Beschleunigung zu sein. Diese Ergebnisse führen zu dem Schluss, dass bei der Anpassung 
der humanen Melanozyten an Stressbedingungen durch Hypergravitation eine Signal-
übertragung durch cGMP involviert ist. 
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5 Zusammenfassung und Ausblick 
 
 
In den letzten Jahren wurde auf dem Gebiet zellulärer Regulationsmechanismen gezeigt, 
dass Signalübertragungsmechanismen in unterschiedlichen Zellarten bei der Anpassung an 
Schwerkraftänderungen beteiligt sind. Die Untersuchungen der möglichen Auswirkungen 
von Beschleunigungsänderungen auf verschiedene humane Zellen deuten darauf hin, dass 
Beschleunigung zur Änderung von Morphologie, Proliferation, Differenzierung, 
genetischer Expression und Signaltransduktion führen kann. Inzwischen konnte auch 
beobachtet werden, dass mechanische Belastungen („stretch”, „shear” etc.) verschiedene 
Eigenschaften epidermaler Zellen (Melanozyten und Keratinozyten) beeinflussen können. 
Die Effekte von Hypergravitation auf die Haut wurden bislang nicht erforscht. Im Rahmen 
der hier vorliegenden Arbeit wurden Untersuchungen über die Effekte von 
Hypergravitation auf humane Melanozyten und Melanomzellen und insbesondere auf die 
zelluläre Konzentration zyklischen Guanosinmonophosphats (cGMP) durchgeführt. Unsere 
Ergebnisse zeigen, dass Hypergravitation differenzierte Effekte auf cGMP-Spiegel in 
humanen Melanozyten und Melanomzellen induziert. Während normale Melanozyten und 
nichtmetastasierende Melanomzellen auf veränderte Gravitation mit einer erhöhten cGMP-
Extrusion reagieren, bleiben metastasierende Melanomzellen resistent gegenüber 
Beschleunigungsveränderungen.  
 
Die erhöhte Beschleunigung bis zu 5 g induziert in normalen humanen Melanozyten und in 
nichtmetastasierenden Melanomzellen nach einer Langzeitzentrifugation eine Reduktion 
der intrazellulären cGMP-Konzentration. Da diese Experimente in Anwesenheit von 
Phosphodiesteraseinhibitoren durchgeführt wurden, konnte der Abbau von cGMP durch 
Phosphodiesterasen vermieden werden. Auch Inhibierung der mRNA-Expression und 
verminderte Proliferation der Zellen als weitere mögliche Ursache für die 
hypergravitationsinduzierte Reduktion der intrazellulären cGMP-Konzentration ist 
auszuschließen. Interessanterweise konnte aber unter gleichen Bedingungen eine 
signifikante Erhöhung der extrazellulären cGMP-Konzentration in diesen Zellen 
nachgewiesen werden. Diese Befunde unterstützen die Hypothese, dass die durch 
Hypergravitation induzierte Abnahme der intrazellulären Konzentration von cGMP 
möglicherweise auf erhöhte Extrusion dieses zyklischen Nukleotids zurückzuführen ist. Im 
Gegensatz dazu konnte in diesen Zellen keine Veränderung der cAMP-Extrusion durch 
erhöhte Beschleunigung festgestellt werden, da neben der vermehrten extrazellulären auch 
eine erhöhte intrazelluläre Konzentration von cAMP möglicherweise durch Aktivierung 
der Adenylylzyklasen nachgewiesen werden konnte. 
 
Bei der Charakterisierung der Transportmechanismen in diesen Zellen konnte eine 
verminderte cGMP-Extrusion durch spezifische Phosphodiesteraseinhibitoren (Trequinsin, 
Zaprinast) nicht beobachtet werden, die als hochselektive Inhibitoren des „multidrug 
resistance protein” 5 (MRP5) charakterisiert sind. Die fehlende Inhibierung der 
hypergravitationsinduzierten Zunahme von cGMP kann einerseits auf niedrige Affinität 
von MRP4 und MRP5 für zyklische Nukleotide in intakten Zellen zurückgeführt werden 
(Wielinga et al. 2003). Anderseits führen diese Untersuchungen zu dem Schluss, dass die 
endogenen Transporter, die sich von MRP4 und MRP5 in ihrer Affinität für Inhibitoren 
unterscheiden, in der hypergravitationsstimulierten cGMP-Extrusion in normalen 
Melanozyten und in nichtmetastasierenden Melanomzellen involviert sind. Die 
physiologische Relevanz dieser Beobachtungen sollte in zukünftigen Arbeiten durch 
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weitere detaillierte Experimente zur Untersuchung der Mechanismen der Transportproteine 
in humanen Melanozyten erforscht werden.  
 
Darüberhinaus zeigen weitere Untersuchungen eine Erhöhung der intrazellulären cAMP-
Konzentration in den Zellen, in denen auch ein deutlicher Anstieg des extrazellulären 
cGMP festgestellt wurde. Dies legt den Schluss nahe, dass eine mögliche Interaktion 
zwischen diesen Nukleotiden besteht und die erhöhte Extrusion von cGMP wie in 
Erythrozyten (Schultz et al. 1998) mit der zellulären cAMP-Konzentration assoziiert ist. 
Diese Hypothese wurde in metastasierenden Melanomzellen bestätigt, welche im 
Gegensatz zu nichtmetastasierenden Melanomzellen keine Konzentrationsänderung des 
cAMP zeigen. 
 
Desweiteren zeigen die Ergebnisse der Experimente zur Untersuchung der Effekte von 
Hypergravitation auf die Melanogenese eine erhöhte Produktion des Melanins in 
pigmentierten Melanomzellen. Der zunehmende Melaningehalt kann einerseits eine direkte 
Folge der erhöhten Beschleunigung sein. Anderseits ist nicht auszuschließen, dass dies in 
engem Zusammenhang mit der hypergravitationsinduzierten cAMP-Konzentration steht.  
 
Zusammengefasst liefern diese Ergebnisse mögliche Hinweise dafür, dass das cGMP-
System eine Rolle bei der Adaptation humaner Melanozyten und nichtmetastasierender 
Melanomzellen an Stressbedingungen haben könnte, die durch mechanische Kräfte erzeugt 
werden. Diese Zellen sind in der Lage, die Veränderungen von Beschleunigungen 
wahrzunehmen und sie in biochemische Signale zu transferieren. In Zukunft sollte die 
funktionelle Bedeutung dieser Mechanismen speziell bei Vorgängen untersucht werden, 
die für die Anpassung an Schwerelosigkeit wichtig sind und die mögliche Beeinflussung 
dieser Mechanismen durch Schwerkraftänderungen berücksichtigen. Dies soll auch neue 
Aspekte für die Betreuung der Astronauten, die insbesondere bei Langzeitflügen neben der 
Schwerelosigkeit einem erhöhten Strahlen- und Krebsrisiko ausgesetzt sind, eröffnen.
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